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SOMMAIRE
Des études épidémiologiques et cliniques ont démontré une forte relation entre des
marqueurs de l’inflammation et le risque de développement futur des maladies coronaires
aigus (CAD). Parmi ces marqueurs, la protéine C-réactive (CRP) prédit le
développement des CAD chez les personnes apparemment saines et chez les patients
ayant une angine de poitrine stable ou instable. Cependant, il est incertain si la CRP est
seulement un marqueur ou un médiateur des CAD. De plus, peu est connu sur les
mécanismes moléculaires de la CRP, puisque des effets pro- et anti-inflammatoires ont
été observés. Nous avons trouvé qu’un réarrangement structurel de la CRP en une forme
monomérique et/ou modifiée (mCRP) est pré-requis pour ses actions pro-inflammatoires.
Contrairement à la CRP, seulement la mCRP, via la voie de signalisation de la p38
MAPK, augmente l’expression des molécules d’adhésions ICAM-1, E-sélectine et
VCAM-l et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires MCP-l et IL-8 chez les
cellules endothéliales coronaires artérielles humaines (HCAEC). Ces changements
phénotypiques promouvoient l’adhésion des neutrophiles sur les HCAECs. La mCRP
induit la formation du peroxynitrite chez les neutrophiles, l’activation des facteurs de
transcriptions NF-icB et AP-l et conséquemment la production et sécrétion d’IL-8. La
mCRP augmente l’expression de la P-sélectine sur les plaquettes suite à un stress par le
cisaillement et subséquemment la capture des neutrophiles par les plaquettes et
l’agrégation homotypique des neutrophiles. Par contre, la forme native de la CRP diminue
l’expression de la P-sélectine et prévient la capture des neutrophiles par les plaquettes.
Les actions de la CRP ont été réduites considérablement par un anticorps anti-CD32 alors
que les effets de la mCRP ont été médiés principalement par le CD16. Nos études
démontrent un lien entre la CRP, l’IL-8, le stress nitrosatif, l’activation des neutrophiles,
des cellules endothéliales et des plaquettes, tous impliqués dans la prédiction des CAD.
Ces résultats nous indiquent clairement qu’un réarrangement structurel de la CRP en la
mCRP pourrait contribuer au développement des syndromes coronaires aigus.
MOTS CLÉS
Protéine C-réactive, neutrophile, endothélium, plaquette, cytokines, molécules
d’adhésion, peroxynitrite, signal de transduction, inflammation, maladies coronaires
aigus.
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ABSTRACT
Epidemiological and clinical studies have shown a strong relationship between
circulating markers of inflammation and risk prediction of future coronary artery disease
(CAD). Among these markers, elevated plasma levels of C-reactive protein (CRP) are
predictive for subsequent acute coronary events in apparently healthy men and women
and patients with stable or unstable angina. However, the key question whether CRP is a
corollary marker or mediator of CAD remains hotly debated. Furthermore, both pro- and
antiinflam1Ttory actions of CRP have been reported, whereas littie is known about the
molecular mechanisms underlying these effects. We have found that structural
rearrangement of CRP, yielding monomeric and/or modified form of CRP (mCRP) is a
prerequisite for expression of its proinflammatory actions. Unlike CRP, mCRP, through a
p38 MAPK dependent pathway, increased the release of the proinflarnmatory cytokines
MCP-l and IL-8 and the expression of the adhesion molecules ICAM-l, E-seÏectin and
VCAM-l in human coronary artery endothelial celis (HCAEC). These phenotypic
changes promoted neutrophil adhesion to the HCAEC. mCRP also induced 0N00
formation in human neutrophil granulocytes, activation of nuclear factor-KB and activator
protein-l and consequently IL-8 gene expression and secretion. In addition to neutrophil
and endothelial ce!! activation, mCRP enhanced shear induced platelet P-selectin
expression and increased the rate and extent of platelet capture of neutrophils and
subsequently neutrophil aggregation under shear in human whole blood. On the other
hand, native CRP decreased platelet P-selectin expression and prevented platelet capture
of neutrophils. The actions of CRP were markedly reduced, though neyer completely
inhibited, by a function-blocking anti-CD32 antibody whereas the mCRP effects were
predominant!y mediated via CD16. Our studies provide a link between CRP, IL-8,
nitrosative stress, neutrophi!, endothe!ial cel! and platelet activation, ah imp!icated in
predicting future acute CAD. These results demonstrate that structural rearrangement of
CRP in mCRP could contribute to the development ofthe acute coronary syndromes.
KEY WORDS
C-reactive protein, neutrophils, endothelium, platelets, cytokines, adhesion molecules,
peroxynitrite, signal transduction, inflammation, acute coronary heart disease.
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1I. INTRODUCTION
1. L’inflammation et les maladies coronaires aigues
Les maladies cardiovasculaires sont présentement la principale cause de décès
dans les pays industrialisés (Murray et ai, 1997). L’athérosciérose, considérée une
maladie inflammatoire progressive caractérisée par l’accumulation de lipides et
d’éléments fibreux dans les artères, contribue principalement à la croissance du
développement de ces maladies cardiovasculaires. L’athérosclérose est une maladie qui se
développe lentement et peut commencer relativement en bas âge. Le développement des
plaques athéromateuses dans les artères au cours des années et l’érosion de ces plaques
mènent éventuellement aux complications thrombotiques de l’athérosclérose et à
l’apparition des syndromes coronaires aigus. Dans notre laboratoire, nos intérêts
spécifiques s’attardent particulièrement aux phases aigus de l’inflammation.
L’association de l’inflammation avec l’initiation, la progression et la complication de
l’athérothrombose suggèrent que la détection de marqueurs de l’inflammation chez les
personnes apparemment saines ou chez les patients malades serait probablement utile afin
de prédire les risques des manifestations des maladies coronaires. Un de ces facteurs
prédicteurs de risques pour le développement des maladies cardiovasculaires est la
protéine C-réactive (CRP). Durant les dernières années, l’importance de CRP dans la
prédiction des maladies cardiaques fut le sujet de nombreux débats scientifiques et
littéraires. Or dans cette étude, je discuterai des mécanismes moléculaires de la protéine
C-réactive sur différentes cellules inflammatoires impliquées dans l’apparition et le
développement des maladies cardiovasculaires.
21.1 Généralité de l’inflammation
La réponse inflammatoire est étroitement liée avec le processus de réparation.
L’inflammation sert à détruire, diluer, ou bien éliminer les agents pathogènes, mais en
retour, met en branle une série d’évènements nécessaire à la reconstitution des tissus
endommagés. La réparation commence durant les premières phases de l’inflammation et
se complète lorsque tous les agents pathogènes sont neutralisés. Durant la réparation, les
tissus endommagés sont remplacés par la régénération de cellules parenchymateuses
natives ou par des tissus de fibroblastes, ou bien de façon plus commune, par la
combinaison des deux processus.
L’inflammation est fondamentalement une réponse protectrice dont le but ultime
est de se débarrasser des organismes causant les dommages tissulaires (i.e. microbes,
toxines) et des conséquences du dommage tissulaire telles que les cellules et tissus
nécrotiques.
L’inflammation peut être soit aiguê ou chronique. L’inflammation aigu est
relativement de courte durée, et dure généralement quelques minutes, heures, ou bien
jours. Ses principales caractéristiques sont l’exudation de fluide et les protéines
plasmatiques (oedème) et la migration des leucocytes, principalement des neutrophiles.
De l’autre côté, l’inflammation chronique est associée avec la présence de lymphocytes,
de neutrophiles et de monocytes/macrophages, elle est d’une plus longue durée et
occasionne la prolifération des vaisseaux sanguins et des tissus connectifs.
L’inflammation aigu comporte trois composantes majeures (1) L’altération de
la vascularisation menant à une augmentation du flux sanguin. Le temps de durée de la
vasodilatation dépend du stimuli, (2) des changements structuraux de la circulation
capillaire (augmentation de perméabilité) permettant aux protéines plasmatiques et aux
3leucocytes de quitter la circulation, et (3) la margination leucocytaire décrit comme la
migration des leucocytes des capillaires et leur accumulation au locus du dommage telle
que l’orientation périphérique des leucocytes, principalement les neutrophiles, le long de
l’endothélium activé. Les leucocytes adhèrent lâchement à l’endothélium (processus
appelé roulement), pour ensuite s’attacher plus fortement et finalement transmigrer dans
les tissus interstitiels (voir section cellules endothéliales).
Cependant, l’inflammation et la réparation peuvent être potentiellement
dangereuses. Les réactions inflammatoires, par exemple, peuvent déclencher des
réactions d’hypersensibilités à des morsures d’insectes, des médicaments et des toxines,
ainsi qu’à certaines des maladies chroniques/aigus des temps modernes telles que la
fibrose des poumons, l’arthrite rhumatoïde et l’athérosclérose/thrombose.
Dans le contexte des maladies cardiovasculaires, l’inflammation joue un rôle
important dans toutes les étapes de l’athérothrombose. Il est maintenant bien reconnu que
parmi les cellules inflammatoires impliquées dans la progression de l’athérothrombose,
les cellules endothéliales, les neutrophiles et les plaquettes jouent un rôle important.
L’activation de ces cellules, mène au relâchement de médiateurs pro-inflammatoires tels
que les molécules d’adhésions, les chemokines, les espèces réactives oxygénées (ROS)
ainsi que les protéines de phases aiguès telles que la protéine C-réactive (CRP) et la
protéine de sérum amyloïde A (SAA). Bien que les mécanismes cellulaires et
moléculaires menant à une inflammation ne sont pas complètement élucidés, il est
maintenant clair que les différents médiateurs produits par ces cellules inflammatoires et
l’interaction entre ces cellules sont des facteurs importants à prendre en considération
pour bien comprendre les dommages causés par l’inflammation. Il serait ainsi crucial de
bien comprendre l’initiation et l’amplification de la réponse inflammatoire afin de
4développer des agents thérapeutiques qui apaiseraient l’inflammation et faciliteraient
cette réponse sans compromettre l’intégrité et l’activité normale des cellules impliquées
dans l’inflammation.
2. Les neutrophiles
La notion que l’inflammation est le résultat net des voies de signalisations pro et
anti-inflarrunatoires (Fauve et al, 1980) est bien illustrée par le double rôle des
neutrophiles combinant un rôle anti-infectieux et pro-inflammatoires (Klebanoff et al,
1992; Ward et ai, 1999; Weiss et ai, 1989). Les neutrophiles composent essentiellement
une partie du système de défense de l’hôte. Ils sont fabriqués dans la moelle osseuse et
leur tâche est de protéger et de maintenir l’enviroimement biologique interne de
l’organisme. Plus précisément, le rôle primaire des neutrophiles est la destruction des
microbes envahissants.
2.1 La fonction des neutrophiles
Les facteurs chimiotactiques générés par l’interaction des protéines plasmatiques
avec les antigènes, pathogènes et chémokines attirent les neutrophiles de la circulation
sanguine au site d’infection. Les neutrophiles ingèrent les micro-organismes opsonisés en
les entourant grâce à leur pseudopodes afin de les fusionner avec une vésicule appelée
phagosome et ensuite déchargent leur contenu; un processus nommé dégranulation. Les
neutrophiles réduisent enzymatiquernent l’oxygène moléculaire afin de générer des
métabolites actifs tels que le superoxide (02), peroxide d’hydrogène (H202), et l’acide
hypochlorique (HOC1) nécessaire à la destruction des microbes phagocytés (Kasper et al,
2005).
52.2 Le recrutement des neutrophiles
Les neutrophiles migrent au site d’infection grâce à l’expression d’une multitude
de molécules d’adhésions (Anderson et ai, 1984; Sligh et ai, 1993). Les interactions
adhésives à l’endothélium enflammé se font par l’entremise de certaines de molécules
d’adhésions exprimées sur i’endothélium et leurs contre-récepteurs sur les neutrophiles.
Le contrôle de l’expression de ces molécules d’adhésions à la surface cellulaire peut être
médié en partie par différents médiateurs pro-inflammatoires tels que les chimiokines (IL
6, IL-8) (Montrucchio et al, 2000, Watson et al, 1996), les protéines de phases aigus
(SAA, CRP) (Khreiss et ai, 2004, Badolato et ai, 1994) et les espèces réactives oxygénées
“reactive oxygen species” ou ROS (Suzuki et ai, 1989, Lo et aI, 1993). (Le recrutement
des neutrophiles aux cellules endothéliaies sera discuté plus en détail dans la section 4).
2.3 Les radicaux libres, la dégranulation et l’élimination bactérienne
Les molécules microbicides dérivées des neutrophiles sont emmagasinées dans
des granules et puis relâchées lors d’une activation cellulaire (Elsbach et aI, 1998; Lebrer
et Granz, 1999; Spitznagel et ai, 1990). Le transport intracellulaire protéique, leur
cheminement vers divers compartiments, et leur éventuel sécrétion dans le milieu
extracellulaire représente un mécanisme crucial lors de l’activation des neutrophiles. La
production des radicaux libres et la dégranulation des vésicules dans les phagolysosomes
ou dans l’espace extracellulaire sont des évènements clés de l’activité microbicide
(Berton et ai, 1999b). Les granules sont composées de trois types. Les granules
azurophiliques contiennent des protéases, des défensines, des peptides microbicides, la
myéloperoxidase et une enzyme oxydant l’ion C1. Les granules spécfiques contiennent
6l’apolactoferrine et la collagénase alors que les granules gélatinases contiennent la
gélatinase. Aussi, ces facteurs peuvent médier les dommages tissulaires induis par les
neutrophiles (Topham et ai, 1998).
La destruction des microbes impliquent deux actions de la part des neutrophiles:
la dégranulation et l’activation de l’éclatement respiratoire “respiratory burst”. La
dégranulation réfère au processus dépendent du calcium par lequel les granules
fusionnent avec la membrane plasmique et relâche leur contenu dans la vésicule
phogocytique ou dans l’environnement extérieur. Les granules azurophuliques
dégranulent presque totalement dans les vésicules phogocytiques. L’acide hypochiorique
(HOCI), formé par la réaction de la myéloperoxidase et le H202, détruit alors les
pathogènes ingérés. Quant aux granules spécifiques, ils dégranuient dans les vésicules
phogocytiques ou dans l’environnement extérieur (Kasper et ai, 2005).
L’éclatement respiratoire produit des microbicides oxydants puissants par la
réduction partielle de l’oxygène. L’oxygène est réduit en 02 par la nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH). La majorité de l’02 réagit avec lui même pour donner
le E1202. Une portion du H202 est convertie en un radical hydroxyle (.OH) réactif. Tous
ces oxydants attaquent et tuent les micro-organismes en oxydant leurs constituants
cellulaires (Kasper et ai, 2005). Cependant, un déséquilibre entre l’activation et
l’inhibition de ces mécanismes de défenses peuvent induire un dommage excessif des
tissus normaux et contribuer au développement de plusieurs maladies chroniques et
aigus.
72.4 L’apoptose et la réso]ution de l’inflammation aÎgue
La majorité des réponses inflammatoires se terminent spontanément grâce au
“programme d’arrêt” endogène qui met fin à l’inflammation et limite la destruction des
tissus de l’hôte. Ce “programme d’arrêt” inclus l’élimination des agents infectieux par
phagocytose, la diminution progressive du recrutement des neutrophiles par des “signaux
d’arrêts” endogènes, et finalement, l’apoptose et la clairance des neutrophiles (Liles et
Klebanoff, 1995).
L ‘apoptose des neutrophiles
Les neutrophiles possèdent un temps de vie relativement court qui est
d’environ 12 heures. Ainsi, dès leur sortie de la moelle osseuse, les neutrophiles sont
constitutivement programmés à mourir par apoptose à moins d’un signal de
l’environnement retardant leur mort cellulaire. L’apoptose joue un rôle vital dans le
maintient du nombre de neutrophiles en circulation, l’élimination éfficace des pathogènes
envahissant, ainsi que dans le controle de la duré et de l’intensité de la réponse
inflammatoire et par conséquant l’ampleur du dommage tissulaire médié par les
neutrophiles.
Les changements morphologiques etfonctionels
Les changements morphologiques des neutrophiles en apoptose sont typiques du
scénario apoptotique général. Les caractéristiques sont le rétrécissement de la cellule et
des organelles intracellulaires, la condensation et la fragmentation de la chromatine
nucléaire, la perte de la forme multilobée du noyau et la formation de corps apoptotiques
8avec ou sans restes nucléaires. Tous ces événements sont discernables dans les cultures de
neutrophiles, c’est-à-dire durant le vieillissement in vitro.
D’une manière primordiale, les changements apoptotiques sont accompagnés d’un
déclin des fonctions cellulaires, particulièrement des réactions modérées par des
récepteurs. Les neutrophiles qui entrent dans le processus apoptotique perdent les
capacités de chémotaxie, de phagocytose, de l’éclat oxydant et de la dégranulation (Whyte
et ai, 1993; Dransfieid et ai, 1995). Ceci pourrait être dû à ia perte d’expression des
récepteurs et du dysfonctionnement des voies de signalisations qui y sont associées, car la
stimulation récepteur-indépendante par exemple avec le PMA, reste moins altérée dans
les cellules apoptotiques (Whyte et ai, 1993). En dépit de l’hyperexpression des
integrines 132 (CD18/CD1 lb), les neutrophiles apoptotiques ne peuvent pas adhérer, en
raison de la dégradation des filaments d’actines et de la plus grande rigidité de la
membrane piasmatique, qui empêche l’aplatissement cellulaire sur le substrat (Dransfield
et ai, 1995; Greenstein et al, 2000; Kothakota et ai, 1997). Ensemble, ces données
indiquent que l’apoptose des neutrophiles mène en effet à la détérioration de leurs
fonctions.
La régulation de 1 ‘apoptose et de la survie des neutrophiles
L’apoptose est controlé par deux voies principales: extrinsèque (par les récepteurs
de la mort) et intrinsèque (via la mitochondrie) (Danial et ai, 2004).
La signalisation extrinsèque est initiée par la liaison du ligand de la mort à son
récepteur apparenté de la surface cellulaire (Ashkenazi et Dixit, 1998). Bien que cette
voie soit présente chez les neutrophiles, elle ne semble pas jouer un rôle important dans
l’apoptose constitutive ni lors du délai de ce dernier lors de l’inflammation (Brown et
9Saviil, 1999; Renshaw et ai, 2000). Les neutrophiles de souris CD95 déficientes
(manquant Fas) subissent l’apoptose constitutive (ou spontanée) au même taux que les
souris témoins, témoignant contre un rôle pour le système Fas dans lapoptose constitutive
(Fecho et Kohen, 1998; Viilunger et aI, 2000).
Contrairement à la voie extrinsèque qui transmet un ensemble spécialisé de
stimulus de la mort, la voie intrinsèque intègre un large éventail de stress extracellulaires
et intracellulaires. Les stimuli extracellulaires incluent des insuffisances de facteurs de
survies, les rayonnements, et tout autre stress chimiques et physiques, tandis que les
stimuli intracellulaires incluent le stress oxydatif les dommages à l’ADN, et le mauvais
repliment des protéines.
La voie apoptotique intrinsèque reste encore élusive chez les neutrophiles, bien
qu’elle doivent être d’importance majeure car les neutrophiles sont destinés à une mort
cellulaire rapide sans influence externe (i.e. spontanément) ($cheel-Toellner et al, 2004).
L’apoptose des neutrophiles et leur ingestion subséquente par les macrophages est
le mécanisme majeur pour l’élimination des neutrophiles qui ont été recrutés au site
enflammé entraînant ainsi la résolution de l’inflammation (Cox et al, 1995; $avill, 1997).
Cependant, des médiateurs de l’inflammation tels que le LPS (Colotta et ai, 1992; Lee et
ai, 1993), GM-CSF (Klein et ai, 2000; Ottonello et aI, 2002), IL-l (Rowe et aI, 2002) et
mCRP (Khreiss et ai, 2002) peuvent retarder l’apoptose des neutrophiles en augmentant
la stabilité mitochondriale, en réduisant l’activité de la caspase-3 et en activant la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K) et 1’ERK (Watson et ai, 1999; Klein et al, 2000,
Khreiss et al, 2002) (Voir figure 1). Le retardement de I’apoptose lorsque les neutrophiles
transmigrent à travers la couche de cellules endothéliales est associé avec un signal de
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l’extérieur vers l’intérieur (“outside-in signaling”) via les molécules d’adhésions CD1 la
et CD1 lb (Watson et ai, 1997).
LPS IL-8
Stress Hypoxia G-CSF mCRP GM-CSF
tES9K
2 3580
—
Wortmannin
p38MAPK ERK PI3K
+
Phosphorylation of BAD
Transcription via Nt-kB and other signaling systems
Figure 1: Rôle possible des MAPKs et de PI3K dans la survie et i’apoptose des
neutrophiles. Modifié de Akgui et ai, 2001.
2.5 L’implication pathologique des neutrophiles
Le rôle majeur des neutrophiles dans la défense de l’hôte est la réponse rapide
contre des micro-organismes invasifs. Cependant, afin de différencier efficacement entre
les antigènes de l’hôte et les antigènes étrangers, les neutrophiles ont besoin de
composants solubles du système immun (i.e. les anticorps, les compléments C3 et C5, et
les cytokines) pour sélectionner leur cible. La réponse non spécifique des neutrophiles et
leur puissante composante granulaire sont les deux principaux mécanismes par lesquelles
les neutrophiles peuvent endommager les tissus normaux. Ainsi, les neutrophiles sont
impliqués dans plusieurs maladies, incluant les infections bactérieimes, les maladies
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associées aux dépôts de cristaux telle que l’arthrite, les maladies associées aux complexes
immuns telle que le lupus érythemateux, les maladies occasionnées par l’ischémie et la
réperfusion telle l’ischémie myocardique et les maladies coronariennes telles que
1’ athérothrombose.
L ‘ischémie et la répeifusion
Le phénomène de l’ischémie-réperfusion est une des pathologies les plus étudiées.
Le dommage tissulaire après une ischémie semble être non seulement une conséquence de
l’hypoxie mais aussi du processus de réperfusion qui mène à une réponse inflammatoire.
Après l’évènement initial de l’ischémie, un grand nombre de cytokines, de composantes
du complément, et contenu cellulaire sont relâchés activant ainsi l’endothélium et
induisant le recrutement des neutrophiles. Les neutrophiles infiltrés sont une source
potentielle d’espèces réactives oxygénées, d’enzymes protéolytiques, et de cytokines, qui
durant la réperfusion peuvent jouer un rôle crucial (Bagge et aI, 1980). Sous ces
conditions, les cellules endothéliales sont activées, expriment à leur surface cellulaire des
molécules d’adhésions telles que l’ICAM-l, l’E-sélectine et le VCAM-1, et relâchent une
variété de substances telles que des cytokines, l’ET-l, le PAF et l’IL-8 (Takahashi et ai,
2001, Zouki et al, 1999, Strieter et al, 1989).
Le syndrome coronaire aigu (ACS)
Lors du ACS, au stade final de l’athérosclérose, les neutrophiles jouent un rôle
essentiel dans le processus inflammatoire menant au dommage tissulaire des vaisseaux
ainsi qu’à la thrombose. En effet, différentes équipes ont démontré une activité des
neutrophiles chez les patients ayant une angine instable telles que la relâche d’élastase et
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de myeloperoxidase (Dinerman et ai, 1990, Buffon et ai, 2002). De plus, récemment une
autre équipe a démontré que le niveau de myéloperoxidase dans le sérum, une enzyme
prédominante chez les neutrophiles, pouvait prédire la mort par l’infarctus du myocarde
chez les patients à risque indépendamment du niveau de CRP dans le sérum (Baldus et ai,
2003). Or, il serait primordial d’élucider les mécanismes reliant l’activation des
neutrophiles et leurs interactions avec les autres cellules inflammatoires, telles que les
plaquettes et les cellules coronaires artérielles endothéliales, impliquées dans le
développement des maladies pro-thrombotiques.
3. Les plaquettes
Les plaquettes sont des cellules énuclées du sang qui proviennent du cytoplasme
des mégacaryocytes dans la moelle osseuse et qui circulent afin de surveiller l’intégrité du
système vasculaire discriminant entre les cellules endothéliales normales et les lésions
vasculaires. Dans des conditions physiologiques, leur rôle contribue à l’hémostasie,
processus qui arrête l’hémorragie suite à un trauma tissulaire. Cependant, lors de maladies
vasculaires, l’activation des plaquettes peut mener à l’occlusion thrombotique de la
lumière du vaisseau, à l’obstruction du flux sanguin et au dommage tissulaire.
Le principal déclencheur de la thrombose hémostatique suite à un traumatisme
vasculaire est la perte de la barrière cellulaire endothéliale exposant ainsi la circulation
sanguine aux composantes de la matrice extracellulaire. La réponse des plaquettes suite à
une dénudation de l’endothélium se développe en trois événements successifs et
intimement liés : l’adhésion, l’activation et l’agrégation.
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3.1 L’adhésion des p]aquettes
Dépendamment de la profondeur de la lésion, les plaquettes viennent en contact
avec différents constituants de la matrice extracellulaire. Les protéoglycans, le collagène
type IV, la laminine et la fibuline sont les principaux constituants de la membrane basale
qui sont exposés au sang suite à une rupture de l’endothélium. Le collagène peut éliciter
l’adhésion et l’activation des plaquettes (Saelman et al, 1994). Deux glycoprotéines (GPs)
membranaires plaquettaires, l’intégrine-a213i (GPIa-IIa) et GPVI, interagissent
directement avec le collagène. En effet, une déficience dans la sous-unité GPIa entraîne
un saignement bénin et une incapacité aux plaquettes de changer de forme et d’agréger
lorsque stimulées par le collagène de type I et III (Nieuwenhuis et al, 1985), et une
dimunition de leur adhérence (Nieuwenhuis et al, 1986).
D’autres résultats indiquent que l’adhésion des plaquettes au collagène est médiée
par les deux récepteurs, le GPIa-IIa et le GPVI, et ces deux récepteurs contribuent à
générer des signaux intracellulaires médiant l’activation des plaquettes (Watson et al,
2000). Un autre récepteur, la GPIb-IX-V reconnaît le facteur von Willebrand (vWf)
(Weiss et al, 1978). Aussi, l’intégrine plaquettaire majeure, la GPIIb-IIIa, lie le vWF et/ou
le fibrinogène afin de médier l’agrégation plaquettaire (Kroll et ai, 1996, Xiong et al,
2003). Une fois les plaquettes activées, il y a formation d’agrégat ou de thrombus. En
parallèle, la cascade de coagulation est activée, menant à la stabilisation du caillot. Les
plaquettes activées expriment aussi le récepteur P-sélectine, un contre récepteur de
PSGL-1 sur les leucocytes et de GPIb-IX-V sur les plaquettes (Sako et ai, 1993, Andrews
et al, 2003). Cependant, l’intéraction de la P-sélectine avec le GPIb-JX-V sur les
plaquettes reste à confirmer.
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Tel que mentionné plus-haut, en plus de maintenir l’hémostase par la formation
d’un thrombus, les plaquettes contribuent aussi à la formation des maladies thrombotiques
telles que les maladies coronaires et les accidents cérébrovasculaires. La rupture d’une
plaque athérosclérotique exposant la matrice subendothéliale mène à la formation d’un
thrombus médié par des interactions GPIb-IX-V/vWF et/ou GPVllcollagène. Ces
intéractions sont dépendantes des forces de cisaillements sanguines. Alternativement, un
flux sanguin irrégulier dans une artère bloquée peut induire la liaison du GP1b
plaquettaire au vWF. Cette liaison mène à l’activation du GPIIb-IIIa, sa liaison au
fibrinogène et à l’agrégation plaquettaire. Le thrombus résultant peut bloquer l’apport
d’oxygène au coeur ou au cerveau causant ainsi les pathologies cardiaques et/ou
cervicales (Kroil et ai, 1996, Gawaz et al, 2004, Bhatt et ai, 2003).
GPJbcL peut induire l’interaction plaquette-cellule endothéliale en se liant à la P
sélectine endothéliale, ou au vWF lié à la P-sélectine (Romo et al, 1999). GP1bŒ peut
aussi médier l’interaction plaquette-leucocyte en se liant à l’intégrine leucocytaire
CD11b/CD18 (Simon et ai, 2000). Les récepteurs leucocytaires PSGL-l et CD11b/CDI8
sont impliqués dans les interactions leucocyte-cellule endothéliale en liant la P-sélectine
et ICAM-1 respectivement (Andrews et ai, 2003, Smith et ai, 1989). Ces mêmes
récepteurs leucocytaires peuvent lier la P-sélectine et GPlba respectivement sur les
plaquettes activées (Simon et ai, 2000, Andrews et ai, 2003) (En résumé voir figure 2).
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A Figure 2: Tntéractions des
plaquettes, leucocytes et de
l’endothélium. A, Intéractions
des cellules vasculaires avec
les plaquettes (bleues) et les
leucocytes (mauves). B,
Récepteurs des cellules
vasculaires, de l’endothélium,
des plaquettes, de la matrice
sub-endothéliale/plasmatique
et des leukocytes impliqués
dans 1’ athérothrombose.
aITb33 est le GPITb-IIIa et
uMf32 est le CD1Ib/CD18
(Tiré de Andrews et ai, 2004).
3.2 L’activation des plaquettes
Les interactions initiales des plaquettes avec le collagène et le vWF de la matrice
sous-endothéliale et avec les agonistes relâchés ou générés au lieu du dommage
vasculaire déclenchent des voies de signalisations intracellulaires afin de potentialiser les
propriétés adhésives et coagulantes des plaquettes. En bref, l’activation des signaux
intracellulaires des plaquettes peut être médiée entre autre par : les récepteurs couplés aux
protéines G activés par une protéase (PARs) et par GPIb-IX-V qui sont des récepteurs de
la a-thrombine, les récepteurs purigéniques P2Y1 et P2Y12 activés par l’ADP, le récepteur
au thromboxane A2 activé par ce dernier et le récepteur Œ2A activé par l’épinéphrine
(Ruggeri et al, 2002, Mazzucato et al, 1998). Une fois liés, ces récepteurs activent des
signaux intracellulaires tels que les petites protéines G (Gq, G, G12, Rho), et la
B
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phosphatidylinositol-4,5-diphosphate qui va mener à la production de l’inositol-3-
phosphate, impliqué dans la mobilisation du calcium intracellulaire, et du diacylglycérol
qui active la protéine kinase C. La protéine kinase C joue aussi un rôle important dans la
régulation de l’expression de la P-sélectine lorsque les plaquettes sont stimulées par la
thrombine (Libersan et ai, 2003). De pius, le calcium peut réguler l’activation de la
phosphoiipase A2 dépendante de la p38 MAPK. La phosphoiipase A2 peut ensuite
hydrolyser les phospholipides membranaires, menant à la production de l’acide
arachidonique et à la synthèse de thromboxane A2.
Les manifestations phénotypiques typiques des plaquettes activées incluent la
polymérisation de l’actine, la sécrétion du contenu des granules et l’agrégation. La
sécrétion du contenu des granules comprend; (1) la relâche dans le cytoplasme des ions
calciques, (2) la relâche dans le milieu extracellulaire des vWFs, des facteurs de
croissance et des nucléotides et (3) la relocalisation des protéines membranaires à la
surface telle que la P-sélectine et aussi la transformation du GPIIb-IIIa d’une forme
inactive à une forme active capable de lier le fibrinogène et d’induire l’agrégation des
plaquettes (pour représentation schématique voir figure 3).
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Figure 3: Mécanismes d’activation et d’aggrégation des plaquettes. a, Mécanisme
d’adhésion et subséquement d’activation de la signalisation intracellulaire des
plaquettes. b, Mécanisme d’adhésion et d’aggrégation plaquettaire dans la circulation
sanguine. (Modifié de Ruggeri et al, 2002)
3.3 Agrégation des p]aquettes
L’agrégation est l’étape d’amplification qui, en-dedans de quelques
minutes, mène à l’accumulation des plaquettes en un thrombus hémostatique. L’intégrine
plaquettaire majeure GPIIb-IIIa lie le vWF ou le fibrinogène afin de médier l’agrégation
plaquettaire sous des forces de cisaillements sanguines (Kroll et aI, 1996, Xiong et ai,
2003). L’activation des plaquettes impliquant les molécules d’adhésions GPIb-IX-V ou
GPVI mène aussi à la sécrétion d’agonistes plaquettaires tel que l’ADP. Cet agoniste agit
VFW
sur des récepteurs couplés aux protéines G, le P2Y1 et le P2Y2. Cette liaison renforce
ainsi l’agrégation plaquettaire dépendante du GPIIb-IIIa (Nurden et ai, 2003, Dorsam et
al, 2004). L’activation de l’agrégat plaquettaire ou thrombus accélère la cascade de
coagulation, ce qui mène à la stabilisation du caillot par des contractions dépendantes de
la fibrine et du GPII5-IIIa.
En plus de leur rôle de former des thrombus afin de maintenir l’hémostase, les
plaquettes participent au développement des maladies cardiaques. Essentiellement la
même séquence d’évènements se produit lors de maladies thrombotiques telle que
l’infarctus ou l’anévrisme. La rupture d’une plaque athérosclérotique expose la matrice
sub-endothéljaie et mène à la formation d’un thrombus médié par des interactions GPIb
IX-V/vWF et/ou GPW/collagène. Alternativement, des forces de cisaillements sanguines
pathologiques dans une artère bloquée peut induire la liaison du GPIb-IX-V sur les
plaquettes au vWF plasmatique initiant ainsi l’agrégation plaquettaire dépendante du
GPIJb-IIIa (Kroll et ai, 1996, Gawaz et aI, 2004, Bhatt et al, 2003, Woodside et ai, 2001).
Une étude récente à démontré que le ligand CD4O (CD4OL) exprimé à la surface des
plaquettes activées était impliqué dans la stabilisation du thrombus en se liant au
récepteur GPITb-IIIa (Andre et al, 2002). Le CD4OL est aussi impliqué dans la
pathogenèse de l’athérosclérose et peut représenter un lien entre les plaquettes et le
développement des plaques athérosciérotiques (Garlichs et ai, 2001).
3.4 Les plaquettes et la thrombose artérielle
L’efficacité des inhibiteurs du GPIIb-IIIa qui préviennent les complications de
revascularisation percutanée et, possiblement, dans le traitement des angines instables et
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de l’infarctus du myocarde renforce les observations de l’implication des plaquettes dans
ces maladies (Vivekananthan et ai, 2002, Talley et ai, 2001). Cependant, certains
problèmes demeurent puisque des agents anti-GPTIb-IIIa donnés oralement donnaient des
résultats négatifs, causant même une hausse des évènements adverses lors d’essais
cliniques (Quinn et ai, 2002).
D’autres études ont démontré que le CD4OL était exprimé sur les plaquettes
activées en réponse à la stimulation par des agonistes tels que l’ADP, le collagène et la
thrombine (Nannizzi-Alaimo et ai, 2003, Henn et ai, 1992). Le Clopidogrel empêche la
liaison de l’ADP à son récepteur sur les plaquettes, inhibant ainsi l’activation des
plaquettes. Dernièrement, une étude a démontré que le Clopidogrel bloquait
complètement l’expression de CD4OL par les plaquettes lorsque celles-ci étaient
stimulées avec l’ADP (Hermann et al, 2001). Bien que ces résultats semblent stimulant,
l’effet de Clopidogrel sur l’expression de CD4OL dans le contexte des maladies
coronaires aigus n’a pas encore été étudié.
L’agrégation plaquettaire est un processus important dans le développement des
maladies coronaires aigus. Cette agrégation homotypique est médiée entre autres par les
récepteurs GPIIbIIIa exprimés à la surface des plaquettes activées. Les plaquettes activées
relâche une grande quantité de sCD4OL, et cette protéine proinflammatoire semble jouer
deux rôles importants; (1) dans l’agrégation des plaquettes en se liant au récepteur
GPIIbIIIa et (2) en stabilisant l’agrégat plaquettaire (Andre et ai, 2002).
En plus de l’adhésion et de l’agrégation des plaquettes, l’interaction des plaquettes
avec les neutrophiles semblent aussi jouer un rôle important dans les lésions
myocardiques (Gabay et ai, 1999, Buffon et al, 2002). En effet, les interactions
plaquettes-neutrophiles ont été détectées chez des patients avec une angine instable
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(Entman et ai, 1996, Ott et aI, 1996, Neumann et ai, 1997) et chez des patients ayant subis
une angioplastie coronaire (Mickelson et ai, 1996). Ces interactions lient l’inflammation
et la thrombose et peuvent aggraver l’occlusion thrombotique et l’ischémie (Entman et ai,
1996, Libby et ai, 2001). Cependant, il est encore inconnu si certains des prédicteurs des
maladies cardiovasculaires tels que l’IL-8 et la CRP peuvent moduler ces interactions.
4. Les cel]ules endothéliales
L’endothélium est une couche de cellules endothéliales qui forme une barrière
entre la matrice sub-endothéliale et la lumière du vaisseau sanguin. Ces cellules sont
attachées entre elles par différents types de structures adhésives ou par des jonctions
cellule-cellule. Présentement, on reconnaît trois types de jonctions chez les cellules
endothéliales (Dejana et ai, 1995, Schnittler et ai, 1998) jonction serrée, jonction
adhésive et jonction communicante” gap junction “.
onctions serrées viennent sceller la couche de cellules endothéliales et sont formées
des membranes plasmatiques avoisinantes partiellement fusionnées (Bazzoni et aI, 1999,
Vestweber et aI, 2000). Les jonctions adhérentes sont formées par des cadhérines; les VE
cadhérines sont présentes à la surface des cellules endothéliales. Les cadhérines sont des
molécules d’adhésions dont la partie intracellulaire ancre des protéines cytoplasmiques
telles que les caténines (Dejana et ai, 1996). Les jonctions communicantes sont des
agrégats de canaux intercellulaires (Revel et aI, 1967), composées de connexines
(Willecke et aI, 2002, Kumar et ai, 1996) qui permettent le passage de second messagers,
d’ions et de métabolites (Gilula et ai, 1972).
Les structures adhésives sont impliquées dans le contrôle de la perméabilité
vasculaire. Le changement de la perméabilité vasculaire est associé avec une
21
redistribution des cadhérines à la surface, la stabilité des liens adhésifs focaux et
l’activation progressive des matrices métalloprotéinases (Alexander et ai, 2002). La perte
de la fonctionnalité de cette barrière mène à des situations pathophysiologiques. Des
stimuli tels que l’histamine et la thrombine induisent une augmentation rapide et de
courte durée de la perméabilité vasculaire, alors que des cytokines, par exemple l’IL-8, et
le VEGF induisent une réponse soutenue. La plupart de ces agonistes sont produit dans
des situations inflammatoires chroniques ou aigus telles que les maladies coronaires
artérielles.
4.1 Adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales
Roulement et “tethering”
La double fonction des neutrophiles dans la surveillance immune et dans
l’élimination in situ de micro-organismes ou de débris cellulaires requiert une transition
rapide d’un état circulant non-adhérent des neutrophiles à un état adhérent, leur
permettant de migrer dans les tissus là où nécessaire. L’évènement initial est l’apparition,
sur l’endothélium adjacent au site enflammé, de nouvelles molécules d’adhésions, induite
par des médiateurs de l’inflammation telle que l’IL-8, la molécule d’adhésion
intercellulaire-l (ICAIvI-1) et la E-sélectine, ainsi que la forme monomérique de la
protéine C-réactive (mCRP). L’expression de ces nouvelles molécules relâchées ou
formées par les tissus endommagés mène au roulement local des neutrophiles. Suite au
premier contact des neutrophiles au site endommagé, l’attachement des neutrophiles est
rapide. Cette première intéraction est principalement médiée par les L-sélectines
exprimées sur les neutrophiles et les résidus sialomucines sulfatées exprimées sur les
cellules endothéliales. Ensuite, le roulement des neutrophiles sur les cellules endothéliales
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est principalement médié par les PSGL-1 et les P-sélectines exprimées sur les
neutrophiles et les cellules endothéliales respectivement (en résumé voir figure 4).
“État d’amorçage” (‘priming,) des neutrophiles durant le roulement
L’endothélium des micro-vaisseaux enflammés produit des facteurs
chemotactiques telle que l’IL-8, la leucotriène 34, et plusieurs chemokines, immobilisés
par des molécules de présentations (protéoglycans) sur la surface luminale des cellules
endothéliales (Rollins et al, 1997). Les neutrophiles possèdent plusieurs récepteurs pour
ces facteurs, appartenant à la superfamille des récepteurs couplés à la protéine-G.
L’implication de ces récepteurs déclenche une variété de cascade de transduction du
signal menant à l’activation de MAC-1 et à une ferme adhésion des leucocytes et à
l’activation d’un mouvement directionnel spécifique (Premack et Schall, 1996).
Adhésion ferîne et l’étalement
L’adhésion ferme aux cellules endothéliales implique en grande partie
l’interaction des intégrines des neutrophiles de la sous-famille 32 (CDÏ1a, CD1Ib,
CD1Ic/CD1S) avec l’ICAM-l et l’ICAIVI-2 (Anderson et ai, 1984, Sligh et ai, 1993). Les
132-intégrines sont incapables d’interagir avec leur ligand physiologique chez les
neutrophiles non-stimulés, un mécanisme de sécurité qui contrôle les réponses
inflammatoires aigues et chroniques. La capacité de liaison au ligand est acquise lors
d’un signal d’activation (“inside-out signaling”) menant au regroupement (“clustering”)
des intégrines et à un changement d’état de basse à haute affinité des 2-intégrines (Rieu
et Amaud, 1996, Stewart et Hogg, 1996, Tedder et al 2005). Plusieurs agonistes
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provoquent l’activation des CD11b/CDI8 chez les neutrophiles, incluant l’IL-8, I’ET-i,
les facteurs de croissance (TNf-Œ, GMCSF), les produits bactériens (les peptides
fonnylés, le LPS), l’état d’amorçage et le roulement des neutrophiles sur l’endothélium.
4.2 L’extravasation et la diapédèse des leucocytes vers les stimuli inflammatoires
La migration trans—endothéliaÏe
La transmigration se manifeste surtout aux extrémités des cellules endothéliales,
là où l’on peut observer des discontinuités dans les jonctions. La P-sélectine est
concentrée à ces endroits et peut être ainsi responsable du ciblage de l’adhésion des
neutrophiles (Bums et ai, 1999). Les neutrophiles vont migrer à travers l’endothélium et
vers le don-uEnage tissulaire en s’orientant grâce au gradient de chemmoattractants relâchés
par les médiateurs pro-inflammatoires. À ce stade, le PECAM exprimée sur les
neutrophiles et sur les cellules endothéliales est la molécule d’adhésion principalement
impliquée dans la transmigration endothéliale (voir Figure 4).
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La signalisation par les chernoattractants
Les neutrophiles possèdent plusieurs récepteurs aux différents chemoattractants
qui sont responsables du déclenchement de l’adhésion, la migration cellulaire dirigée, et
la dégranulation. Par exemple, la liaison de chemoattractants à leurs récepteurs respectifs
activent des tyrosines kinases (Berton et ai, 1999a; Ptasznik et aÏ, 1996; Welch et
Maridonneau-Parini, 1997) et la protéine liant le GTP Ras (Worthen et ai, 1994).
L’activation de Ras déclenche la cascade de la MAPKIERK (Mitogen-activated protein
kinase/Extracellular signal-regulated kinase) (Leevers et ai, 1992, Robbins et ai, 1992),
apparemment impliquée dans une variété de fonctions des leucocytes
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figure 4 : Représentation schématique de la migration des neutrophiles vers le site
inflammatoire. Tirée de Michiels et ai, 2003.
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polymorphonucleaires induites par les chemoattractants (Krumps et ai, 1997, Nick et ai,
1997, Pillinger et a1, 1996).
4.3 Réponse à une lésion endothéliaie
Un endothélium sain soutient un milieu anti-thrombotique en sécrétant une variété
de facteurs qui exercent des effets anti-adhésifs et anti-agrégatoires sur les plaquettes, tel
que l’oxyde nitrique (NO) et la prostacycline (PGI2) (Cines et ai, 199$), des facteurs
ayant des effets anti-coagulateurs, tel que l’héparine et la protéine C/S (Stem et ai, 1991,
Esmon et ai, 2000), ou bien des facteurs ayant des effets fibrinolytiques, tel que
l’activateur plasminogène tissulaire (tPA) (Kato et al, 2002, Bonetti et ai, 2003). Par
contre, un dysfonctionnement de l’endothélium est caractérisé par une diminution de NO,
de PGI2 et de tPA, contribuant ainsi à la vasoconstriction médiée par l’endothéline, la
sérotonine, la TxA2 et la thrombine. Une diminution du potentiel anti-thrombotique de
l’endothélium et une augmentation de la production de médiateurs pro-thrombotiques
résultent en un environnement vasculaire thrombogénique qui va prédisposé
l’endothélium à l’adhérence des leucocytes et des plaquettes. De plus, il y aura génération
de stress oxydatif, d’inflammation vasculaire et éventuellement formation de thrombus.
Ce thrombus sera induit principalement par l’exposition de substances hautement
thrombogéniques relâchées des plaques athérosclérotiques en ruptures ou érosives
(Bonetti et ai, 2003, Verma et aI, 2002).
Un lien entre la thrombose et l’inflammation peut être expliqué au niveau
moléculaire et cellulaire de l’endothélium. Les premières molécules responsables pour
l’adhésion des plaquettes et des leucocytes, le vWF et la P-sélectine respectivement, sont
emmagasinées à l’intérieur de granules que l’on nomme Weibel-Palade (Weibel et ai,
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1964, Wagner et ai, 1982, Wagner et ai, 1991). Une fois les cellules endothéliales
activées, les granules Weibel-Palade fusionnent à la membrane et exposent la P-sélectine
et le vWF à la surface cellulaire (Wagner et ai, 1993). De plus, les cellules endothéliales
activées vont exprimer à leur surface diverses molécules d’adhésions telles que l’ICAM-l
et la E-sélectine. Ces processus participent à l’amplification de la réponse inflammatoire
et promouvoient l’activation de l’endothélium et subséquemment de l’agrégation des
plaquettes et des leucocytes. Élucider les mécanismes d’actions des neutrophiles, des
plaquettes et des cellules endothéliales révèlent d’une importance cruciale afin de cibler
des stratégies anti-inflammatoires pour contrer les maladies cardiovasculaires.
La dysfonction de l’endothélium peut survenir bien avant les manifestations de
l’athérosclérose et peut alors servir en tant que prédicteur indépendant des évènements
cardiovasculaires futurs (Behrendt et ai, 2002). Une façon de surveiller ou de contrôler le
développement de ces maladies vasculaires est d’étudier les effets de certains marqueurs
inflammatoires sur l’activation des cellules impliquées dans l’athérothrombose. Durant
les dernières aimées, nombreuses études ont identifié plusieurs marqueurs potentiels tels
que l’interleukine-l 8 qui est hautement exprimée dans les plaques athérosclérotiques
(Mallat et ai, 2001), les métalloprotéinases matricielles (MMP) dont une activité
excessive résulte au dysfonctionnement cardiaque, à la resténose et à l’athérosclérose
(Galis et al, 1994), le ligand CD4O (CD4OL) impliqué dans les pathophysiologies des
maladies inflammatoires sévères incluant l’athérothrombose (Schonbeck et aI, 2001), les
récepteurs activés par protéases (PARs) qui augmentent le recrutement des leucocytes, un
évènement clé dans l’athérogénèse (Nakanishi-Matsui et ai, 2000) et i’interleukine-6 (Chi
et ai, 2001) qui promouvoit la synthèse et l’expression de la CRP un des marqueurs les
plus étudiés à ce jour (voir section de la CRP) (Ridker et ai, 1997, Libby et al, 2002). De
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plus, des niveaux plasmatiques élevés de i’IL-8 (voir section de l’IL-$) et des
nitrotyrosines (voir section du peroxynitrite) ont été identifiés chez des patients ayant
subit des évènements coronaires aigus (Aukrust et al, 2001, Romuk et al, 2002,
Shishelibor et ai, 2003). De plus, les niveaux de myeioperoxidase relâchées par les
neutrophiles corrèlent avec ceux de CRP chez les patients souffrant d’angine instable
réflectant ainsi l’inflammation coronaire (Buffon et ai, 2002). Ainsi, puisque
l’inflammation est à la base des maladies coronaires artérielles, il est important de
trouver, comprendre le/les mécanisme(s) moléculaire(s) et cibler les différents marqueurs
qui jouent un rôle primordial dans la progression de ces maladies.
5. La protéine C-réactive (CRP)
La protéine C réactive (CRP) est considérée comme une protéine plasmatique
associée à la phase aigu puisque sa concentration plasmatique peut s’élever rapidement
suite à une inflammation ou à un dommage tissulaire. Bien que la concentration peut
grandement varier d’un individu à l’autre, la valeur médiane chez les adultes sains se
situe entre 0.1 et 3 tg/mL (Pepys et ai, 1981, Gabay et Kushner, 1999). Durant une phase
aiguê, lorsqu’une réponse systémique se manifeste suite à un dommage tissulaire ou à une
infection, la concentration plasmatique de CRP peut augmenter jusqu’à 1000 fois. La
CRP est membre d’une famille hautement conservée des protéines des pentraxines qui
circulent dans le sang et possèdent une structure non habituelle de cinq sous-unités de 206
acides aminés liées de façon non-covalentes formant ainsi un disque planaire (Figure 5)
(Pepys et al, 1983). Le gène de CRP (une seule copie) possède un seul long intron et est
situé dans la partie longue du bras du chromosome 1, dans la région q23-q24.
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L’expression génique de CRP, essentiellement stimulée par la cytokine IL-6 et aussi par
le TNF-Œ et l’IL-l 3 (et les glucocorticoides), se fait essentiellement au niveau des
hépatocytes. Plusieurs études récentes ont cependant démontré que la CRP peut être
synthétisée par des tissus non-hépatiques. En effet, la CRP peut être exprimée par les
cellules épithéliales du tractus respiratoire et par les cellules épithéliales rénaux (Gould et
aÏ, 2001, Jabs et aÏ, 2003). Les cellules neuronales semblent aussi exprimer cette protéine
et d’autres protéines de phases aiguès étant impliquées dans les maladies dégénératives
telles que l’Alzheimer (Yasojima et ai, 2000). Récemment, le laboratoire du Yeh a aussi
identifié les cellules musculaires lisses et les adipocytes comme étant un lieu de synthèse
de la CRP (Calabro et aÏ, 2003, Calabro et ai, 2005). Aussi, un autre laboratoire a
démontré que les cellules endothéliales humaines aortiques synthétisent la CRP (Devaraj
et ai, 2004).
Figure 5: Structure pentamérique de la
protéine C-réactive humaine. Voir texte
pour plus de détail.
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5.1 Les récepteurs de CRP
Durant les dernières années, des études provenant du laboratoire de DuClos ont
fournie des évidences que le récepteur majeur de CRP sur les monocytes et neutrophiles
humains est le récepteur FcyRIIa (Bharadwaj et aI, 1999, Stem et ai, 2000a, Stem et ai,
2000b). De plus, les leucocytes ayant le récepteur de haute affinité FcyRI et liant la CRP
ont été détectés chez la souri (Stem et al, 2000a) et chez les humains (Stem et ai, 2000b).
Toujours chez la souris, d’autres études ont démontré que la phagocytose des zymogènes
opsonisés par la CRP est ingérée via le récepteur FcyRI (Bharadwaj et ai, 2001). Des
analyses additionnelles utilisant des souris avec une variété de délétions génétiques dans
le récepteur fcy ont démontré que la CRP humain peut aussi se lier sur les récepteurs
FcyRllbl, fcyRIIb2 et FcyRl (Stem et ai, 2000a). Cependant, ces résultats ont été
récemment débattus (Saeiand et ai, 2001).
5.2 L’implication de la protéine C-réactive dans l’inflammation
La CRP est traditionnellement décrite comme une molécule effectrice de défense
antimicrobien dû à son habilité d’activer le complément et de promouvoir la phagocytose
(Steel et ai, 1994, Koj et ai, 1996, Mortensen et ai, 2000). Le rôle de CRP est plus
complexe qu’on le croyait puisqu’elie est aussi capabie de réguler certains mécanismes
anti-inflammatoires. Voici un tabieau illustrant les principales actions opposées de la
CRP.
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Tableau I: Actions pro et anti-inflammatoires de la protéine C-réactive
Actions pro- Actions anti
.
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Malgré des études exhaustives durant les dernières aimées, le rôle exacte et le
mécanisme d’action de CRP comme un modulateur de l’inflammation n’est pas très bien
élucidé, puisque comme le démontre le tableau I, des actions pro et anti-inflammatoires
ont été décrites pour cette protéine de phase aigu. Plusieurs des études mentiolmées plus
haut ont utilisé une forme recombinante de CRP obtenue commercialement. Ainsi,
certains des effets biologiques de CRP observés étaient en fait dû aux contaminants tels
que le lipopolysaccharide et/ou i’azide de sodium (van den Berg et ai, 2004, Tayior et al,
2005, Pepys et ai, 2005, Nemrkar et ai, 2005). D’autres part, ces résultats apparemment
contradictoires peuvent en partie résulter de ia formation d’espèces distinctes de CRP
durant l’inflammation. En général, chez les neutrophiles, les effets de la forme native de
CRP (pentarnérique) sont largement inhibitoires. Des formes conformationnellement
altérées de CRP, appelées CRP modifiée ou monomérique (mCRP), expriment plusieurs
neo-épitopes qui ne se retrouvent pas sur la forme native de CRP (Ying et al, 1989), et
possèdent des propriétés distinctes de la forme pentamérique de CRP (Potempa et al,
1987). La CRP peut être dissociée en plusieurs sous-unités in vitro (Potempa et aI, 1987,
Wang et Sui, 2001). Des néo-antigènes de mCRP (en particulier, l’épitope composant les
acides aminés 198-206) ont été détectés dans les tissus enflammés des lapins (Rees et ai,
1988) et sur la paroi des vaisseaux sanguins normaux humains (Diehi et ai, 2000). La
mCRP augmente l’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales via l’induction de
la surexpression des CD11b/CDÏ$ à la surface des neutrophiles (Zouki et ai, 2001), un
phénomène essentiel afin de permettre l’adhésion ferme des neutrophiles à I’endothélium
et subséquemment leur transmigration. De plus, l’exposition de CRP à des membranes
liant des protéases à sérines mène au clivage de CRP et donne des peptides qui miment
les actions de CRP au niveau de la chemotaxie des neutrophiles (Shephard et al, 1990) et
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de l’adhésion aux cellules endothéliales (Zouki et al, 1997). Ainsi, l’existence des
plusieurs isoformes de CRP, comme la CRP native et la mCRP, peut en partie expliquer
les différentes actions contradictoires observées de CRP durant l’inflammation.
5.3 La CRP comme un marqueur des maladies cardiovasculaires
La phase aïgue de la réponse innée se manifeste en dedans de deux jours de
l’initiation et implique un grand nombre de changements systémiques (Gabay et Kushner,
1999). Un des changements les plus dramatiques est la réorchestration de synthèse et de
sécrétion protéique par les hépatocytes du foie en réponse aux cytokines pro-
inflammatoires (Steel et Whitehead, 1994, Koj et ai, 1996). Durant les dernières années,
des ‘—20 protéines de phases aigues humaines connues, la CRP a été parmi la plus étudiée.
De nombreuses études épidémiologiques et cliniques ont montré que les
augmentations très modestes dans les niveaux de CRP sont des indicateurs de pronostic
excellentes et indépendantes pour les maladies cardiovasculaires (Liuzzio et al, 1994,
Ridker et al, 1997, Haverkate et ai, 1997, Ridker et aI, 2000, Morrow et aI, 2000, Libby et
al, 2002). En effet, d’après la littérature, une légère augmentation du niveau de CRP dans
le sang (>2.4 igImL) prédit une augmentation du risque pour les infarctus du myocarde.
La CRP est un marqueur de risque utile utilisé cliniquement pour le développement des
maladies coronaires artérielles ainsi qu’un prédicteur des morbidités et mortalités
cardiovasculaires puisque l’inflammation est aussi un facteur contribuant à l’athérogénèse
et à la rupture de plaques (Ueda et ai, 1996). Dernièrement, une étude a critiqué les
observations épidémiologiques concernant la relation d’un niveau plasmatique élevé de
CRP et la manifestation des CAD chez les patients malades (Danesh et ai, 2004). Les
tableaux II et III résument les résultats de cette étude. Ces études démontrent, pour les
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maladies cardiovasculaires, que la CRP est un facteur de risque plus faible que le facteur
de risque de la pression sanguine systolique, et plus fort que le taux de sédimentation des
érytl-u-octes. Dans le tableau III, les résultats des études cliniques démontrent que les
études antérieures avaient peut-être sur-estimé la valeur prédictive de CRP pour les
maladies cardiovasculaires. Néanmoins, une limitation majeure de ces études
épidémiologiques est qu’ils ne distinguent pas entre la cause et l’effet.
Tableau II: Facteurs de risques “Odds ratio (OR)” pour le développement futur de CAD
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34
Tableau III: Association des concentrations plasmatiques de CRP avec les maladies
cardiovasculaires dans 22 études cliniques
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Dans le contexte des maladies cardiovasculaires, le développement de souris
transgéniques susceptibles de former des plaques athérosclérotiques à susciter beaucoup
d’intérêt récemment. Malgré les efforts soutenus de différents laboratoires indépendants,
la controverse entourant le rôle de CRP dans les maladies coronaires demeure puisque les
résultats obtenus de ces études ont démontré des données contradictoires. Voici un
tableau résumant ces résultats.
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Tableau IV: Effet de la protéine C-réactive sur l’athérosclérose chez les souris
transgéniques
Pro-athérosclérotigue Références Aucun effet Référen ces
Accélère la formation Paul et ai, 2004 N’est ni athérogénique ni Hirshfield et
des lésions athéro- athéroprotecteur ai, 2005
sclérotiques chez les
souris Apo E
Augmente la thrombose Danenberg et al, Pas d’effet apparent sur Reifenberg
suite à une blessure 2003 les lésions athéroscléroti- et ai, 2005
artérielle ques chez les souris Apo
E’
Augmente les plaques Schwedler et al, Ne contribue pas au Trion et ai,
athérosclérotiques chez 2005 développement de l’athé- 2005
les souris Apo E’ rosclérose
Par ie fait même, différentes formes structurelles de ia CRP pourrait aussi expliquer en
partie les résultats discordants dans le contexte des maladies coronaires.
De nouvelles découvertes suggèrent que la CRP possède un rôle anti-
inflammatoire (Mortensen et Zhong, 2000). De plus, des études découlant de notre
laboratoire ont démontré que la CRP peut inhiber la production de superoxide et la
dégranulation des neutrophiles suggérant ainsi un rôle important protecteur pour la CRP
durant la phase aigues des réactions inflammatoires (fiiep et Foldes-Filep; 1989).
Toujours d’après des observations issues de notre laboratoire, il a été démontré que CRP
induisait une diminution d’expression de la molécule d’adhésion L-sélectine sans
induction d’activation cellulaire (Zouki et ai, 1997). Par contre, la mCRP induisait le
largage de la L-sélectine, une augmentation d’expression de CD1 lb/CD1 8 à la surface
des leucocytes PMN (Zouki et ai, 2001) et un retardement du déclenchement de
l’apoptose chez les neutrophiles (Khreiss et ai, 2002) suggérant ainsi un rôle pour la
mCRP dans la circulation leucocytaire à travers les cellules endothéliaies. finalement,
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chez les souris transgéniques, la CRP possède un rôle protecteur contre le dommage
tissulaire induit par les neutrophiles (Heuertz et al, 1993, Lin et al, 1995) dans le choc
septique (Xia et aI, 1997) et l’encéphalomyélite (Szalai et al, 2002). Cependant, la
signalisation intracellulaire par lequel la CRP induit ces différentes actions n’est pas bien
connue.
6. L’interteukine-$
L’interleukine-8 (IL-8) a été purifiée et clonée pour la première fois comme étant
un facteur chemotactique des neutrophiles (Matsushima et al, 1988, Yoshimura et al,
1987). Puisque cette cytokine démontre une activité chemotactique, elle est à présent
nommée chemokine (cytokine chemotactique) dans la littérature (Baggiolini et ai, 1997,
Luster et ai, 1998). Les chemokines sont des protéines de faible poids moléculaire
contenant des résidus cystéines à des positions précises, ayant une charge nette basique et
une affinité pour l’héparine. Les chemokines sont divisées en quatre groupes; les CXC,
CC, CX3C contenant chacun de quatre à six résidus cystéines et les chemokines C
contenant seulement deux cystéines.
6.1 La structure et la biosynthèse de I’interleukine-8
Le gène codant pour la protéine de l’IL-8 est situé sur le chromosome 4q12-q21.
Le précurseur de la protéine de l’IL-8 comprend 99 acides aminés et possède une
séquence signale qui est clivée pour donner une protéine mature de 77 ou 72 acides
aminés (Matsushima et al, 1988). L’IL-8 peut être encore clivée en N}12-terminal afin de
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donner des analogues tronqués; leurs longueurs varient entre 77, 72, 71, 70 et 69 acides
aminés. In vivo, la forme majoritairement secrétée par ]es leucocytes, les fibroblastes et
les cellules endothéliales est la forme comprenant 72 acides aminés. Voir figure 6.
COOHI I [-NH2
-100 -20
CAT TATA
Exon J Exon 2 Exon 3 Exon 4
22 aa. 45 a.a. 28 na. 4 aa.
figure 6: Struture du gène humain de i’interieukine-8. Les boîtes noires
correspondent aux exons du gène totalisant 99 acides aminés. (Tiré de
Mukaida et ai, 1992).
L’IL-8 est produite par les leucocytes (monocytes, cellules T, neutrophiles et
cellules tueuses naturelles) et par les cellules somatiques (cellules endothéliales,
fibroblastes et cellules épithéliales) (Baggiolini et ai, 1997, Mukaida et ai, 2000, Mukaida
et al, 1992, Oppenheim et ai, 1991). La synthèse d’IL-8 n’est pas constitutive mais
inductible par des cytokines pro-inflammatoires telles que l’interleukine-l et le TNF-Œ
(Matsushima et ai, 1988). De plus, la production d’IL-8 peut être influencée par les
bactéries (Helicobacter pylori) (Aihara et ai, 1997), des produits bactériens, comme le
iipopolysaccharide (Baggiolini et ai, 1997) et l’ADN bacterien (Luster et ai, 2004, Jozsef
et aI, 2006) et des virus (adénovirus) (Aicom et aI, 2001). Chez plusieurs types de cellules
3$
tumorales, des conditions hypoxiques peuvent aussi induire la synthèse d’IL-8 via
l’activation des facteurs de transcriptions NF-kB et AP-1 (Kunz et ai, 1999, Xu et ai,
1999). De plus, les espèces oxygénées réactives peuvent aussi induire la transcription
d’IL-8 via le NF-kB (Janssen-Heininger et ai, 2000). Finalement, la synthèse protéique
d’IL-8 est régulée au niveau de la transcription génique et de la stabilité de l’ARNm.
Dans la plupart des cas, son induction est dépendante des facteurs de transcriptions NF
kB et AP-1 (Mukaida et ai, 2000).
6.3 Les récepteurs et la signalisation de l’interleukine-8
L’IL-8 se lie à deux récepteurs distincts, le CXCR1 et le CXCR2, avec une
affinité semblable (Holmes et aI, 1991, Murphy et ai, 1991). Ce sont des molécules iiées à
la membrane, composées de sept domaines transmembranaires et couplées aux protéines
G à leur extémité COOH-terminaie (Murdoch et aI, 2000, Murphy et aI, 1991). Ces deux
récepteurs possèdent une grande homologie dans leur séquence en acides aminés (>80%)
exceptés dans la portion NH2-terminale.
Une fois lié, le récepteur de Ï’IL-8 est intemalisé pour ensuite être recyclé et
réapparaître rapidement à la surface de la cellule en-dedans de 60 min (Samanta et ai,
1990). En effet, l’inhibition du recyclage du récepteur réduit la chemotaxie médiée par
Ï’IL-8 (Murdoch et aÏ, 2000). Le récepteur activé induit la dissociation de la protéine G en
deux sous-unités; la Ga et la GÇ3y. La sous-unité G3’y générée demeure près du récepteur
et va recruter et activer la phosphatidyiinositol 3-kinase-y (PI-3Ky), ce qui va permettre la
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génération de la phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3) (Servant et ai, 2000). La
PI?3 active la protéine kinase B (Akt) ainsi que les GTPases ce qui va permettre une
migration chemotactique dirigée et l’adhérence. La sous-unité G3y peut activer la
phosphatidylinositol 4-phosphate kinase (P1P-K), engendrant l’activation de l’inositoi
1,4,5-trisphosphate (W3) et le diacylglycérol (DAG). Ces derniers peuvent ensuite induire
l’activation de la protéine kinase C (PKC) et augmenter la concentration intracellulaire de
Ca2 nécessaire pour la génération d’ions superoxides et l’exocytose respectivement
(Mukaida et ai, 2003). Chez les leucocytes, I’IL-8 peut médier l’activation de la NADPH
oxydase et de la phospholipase D et cette activation est engendrée prédominament par le
CXCR1 (Jones et ai, 1996). 0e plus, l’IL-8 peut aussi activer Ras et éventuellement la
protéine kinase activée mitogéniquement (MAPK) et la kinase régulée par un signal
extracellulaire (ERK1/2) chez les neutrophiles (Knall et ai, 1996).
6.4 Les activités biologiques de l’interleukine-8
Les actions de 1’JL-$ sur les différentes cellules immunitaires et son rôle dans les
réactions inftanmiatoires sont nombreux. En ce qui concerne notre champ d’intérêt, de
plus en plus d’évidences démontrent que l’IL-8 est impliquée dans le processus de la
transmigration des neutrophiles dans les tissus. L’IL-$ est internalisée par les cellules
endothéliales, transcytosée à la surface luminale et présentée aux neutrophiles (Middleton
et ai, 1997). À ce moment, l’IL-8 induit le largage de la molécule d’adhésion L-sélectine,
régule l’expression des 32-intégrines (CD 11 b/CD 1$, CD 11 c/CD 18) sur les neutrophiles et
altère l’avidité des intégrines constitutivement exprimées (Carveth et aI, 1989, Detmers et
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ai, 1990, Fluber et ai, 1991) (Voir figure 7). L’IL-8 promouvoit l’adhésion des
neutrophiles aux protéines de la matrice extracellulaire, aux cellules endothéliales non-
stimulées ainsi qu’à ceux pré-stimulées avec des cytokines via des interactions avec la
CD1 lb/CD1$ (Carveth et aI, 1989). L’IL-$ stimule la migration à travers J’endothélium
(Bums et ai, 1996), l’épithélium pulmonaire (Fluber et ai, 1991) et les fibroblastes (Mui et
aI, 2000). De plus, 1’IL-8 peut activer d’autres fonctions chez les neutrophiles telles que la
dégranulation et l’éclatement respiratoire (Mukaida et al, 2000, Oppenheim et ai, 1991).
PMN
ROLLING FIRM ADHESION AND
EARLY LATER TRANSMIGRATION
CD1IICDIB
Figure 7 Rôle possible d’IL-8 dans le recrutement et la transmigration des
leucocytes dans un myocarde endommagé. (Modifié de Montrucchio et ai, 2000).
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6.5 L’interleukine-8 comme un marqueur des ma]adies cardiovascu]aires
Le processus inflammatoire qui médie le développement des maladies coronaires
est médié par une multitude de cytokines. L’IL-8 est produite par différents types
cellulaires impliquées dans i’athérogénèse, incluant les cellules endothé]iales (Schroder et
ai, 1989), les leucocytes (Peveri et ai, 1988) et les cellules musculaires lisses (Wang et ai,
1991). L’aciton de l’IL-8 dans l’athérogénèse peut être induite par ses effets mitogéniques
et chemoattractrants (Yue et aÏ, 1994). En effet, des modèles expérimentaux
d’athérosclérose peuvent être largement diminués en éliminant l’expression génique de
l’IL-8 ou bien de son récepteur (Boisvert et ai, 199$, Dawson et ai, 1999). De plus, le
niveau plasmatique de l’IL-$ chez les patients ayant une maladie coronaire artérielle
(CAD) instable est supérieur que chez des volontaires sains (Romuk et ai, 2002, Kato et
ai, 1999, Waehre et ai, 2003, Aukrust et al, 2001). Récemment, une étude clinique a
démontré pour la première fois qu’un niveau plasmatique d’IL-8 pouvait prédire le
développement des CAD chez des hommes et des femmes apparemment en santé
(Boeklioldt et ai, 2004). Ces études ont démontré qu’une augmentation de la
concentration plasmatique d’IL-8 pouvait augmenter de près de deux fois les risques de
développement des maladies cardiovasculaires futurs. Voici un tableau décrivant leurs
résultats.
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Tableau V : Facteurs de chances “Odds ratio (OR)” pour le développement futur de CAD
Quartile d’IL-8
Répartition des quartiles,
pg/mL
Hommes/femmes
ORnonajusté 1.00 1.27 1.45 1.72 785/1570
ORajusté* 1.00 1.21 1.31 1.58 709/1467
ORajustét 1.00 1.60 1.49 1.77 445/920
• *ajusté pour l’âge, pression sanguine systolique, cholestérol, cigarette, diabète
• tajusté pour facteurs de risque traditionels et la CRP
1 2 3 4
Patients/Contrôles P
<2.1 2.1-3.2 3.2-4.8 >4.8
<0.0001
0.002
0.01
En plus de son rôle dans l’initiation et la progression de l’athérosclérose, i’IL-8 peut
accroître le risque de CAD en déstabilisant les plaques athérosclérotiques. Les
macrophages présents dans les plaques athérosclérotiques produisent des MMPs qui
dégradent la matrice extracellulaire et conséquemment déstabilisent la plaque (Shin et ai,
2002, Moreau et ai, 1999). Ce processus est cependant contrôlé par la relâche
d’inhibiteurs tissulaires de métalloprotéinases (TIMPs). Ii a été démontré que l’expression
des TIMPs est diminuée par les lipoprotéines de faibles densités oxydées (oxLDL), et que
cette diminution est médiée par l’IL-8 (Moreau et ai, 1999). Une autre évidence vient
appuyer cette hypothèse par la démonstration d’un niveau supérieur d’IL-8 piasmatique
chez les patients CAD que chez les patients apparemment sains (Romuk et ai, 2002, Kato
et ai, 1999, Waehre et al, 2003, Aukrust et ai, 2001). Par ailleurs, comme i’IL-8, le
peroxynitrite semble être un marqueur des CAD chez les humains.
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7. Le peroxyuftrite
Le peroxynitrite est un puissant agent oxydant et nitrosylant découlant de la
réaction du superoxide avec le monoxyde d’azote (NO) (Équation 1) avec une constante
du deuxième ordre de 1010 M’s (Huie et al, 1993, Kissner et al, 1997). Bien que la
génération de peroxynitrite puisse être bénéfique en terme de défense de l’hôte contre les
micro-organismes, un excès de peroxynitrite peut être néfaste et peut impliquer des
dommages aux biomolécules. hi vitro, une grande variété de biomolécules peut être
oxydée par le peroxynitrite via une réaction directe ou par des radicaux secondaires (CO3
N02, OH).
N0 + O2 ONOOE
Équation 1: Réaction de formation du peroxynitrite
Le peroxynitrite promouvoit la nitration (incorporation d’un groupe nitro —NO2) des
résidus aromatiques et aliphatiques. Préférablement, les résidus tyrosines des protéines
constituent la cible par excellence pour les nitrations médiées par le peroxynitrite. La
présence de 3-nitrotyrosines dans les protéines représente une modification généralement
introduite par la formation biologique du peroxynitrite (Ischiropoulos et ai, 199$). Un
mécanisme alternatif pour générer ces dérivés oxydants implique la myeioperoxidase
(Eiserich et ai, 199$), une enzyme dérivée des leucocytes (principalement des
neutrophiles)
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7.1 L’activation des voies de signalisations par le peroxynitrite
Étant un puissant oxydant généré durant les réactions inflammatoires, le
peroxynitrite peut aussi engendrer des réponses biologiques suite à un stress cellulaire.
Les différentes voies de signalisations activées par le peroxynitrite ont été résumées dans
le chapitre publié par notre laboratoire (Jozsef et aI, 2003). En autres, le peroxynitrite peut
activer les trois familles des MAPKs; la p38 MAPK, la JNK et ERK1/2 (voir figure 8)
dans une variété de types cellulaires incluant les cellules épithéliales hépatiques chez les
rats (Schieke et ai, 1999), les fibroblastes des rats (Bapat et ai, 2001), les cellules
endothéliales bovines (Go et al, 1999), les neurobiastomes humains (Oh-hashi et ai, 1999)
et les neutrophiles humains (Lee et ai, 2000, Zouki et al, 2001). Par exemple, l’activation
de ERK par le peroxynitrite chez les neutrophiles humains mène à l’expression de la 132-
intégrine CD11b/CD18 et à l’augmentation de l’adhésion des neutrophiles aux cellules
endothéliales traitées avec le LPS (Zouki, 2001). L’activation de la NADPH oxidase est
coimue d’être médiée par la kinase ERK1J2 (Dewas et aI, 2000). Ainsi, l’activation de la
NADPH oxidase par le phorbol ester est augmentée par une concentration micromolaire
de peroxynitrite via la MAPK kinase MEK1/2 (Lee et ai, 2000). En plus d’activer ces
voies intracellulaires, le peroxynitrite peut aussi induire l’expression de gènes associés au
stress cellulaire telles que c-fos (MUiler et aI, 1997), l’hème oxygénase (Foresti et ai,
1999), les protéines inductibies qui endommagent l’ADN (GADD-34, 45, 153) et qui
arrêtent la croissance cellulaire (Oh-hashi et al, 2001).
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La formation de résidus 3-nitrotyrosines sur les protéines peut interférer avec des
processus cellulaires dépendant de l’état de phosphorylation de ces mêmes résidus. En
effet, il a été démontré que la nitration des résidus tyrosines pouvait empêcher la
phosphorylation de la protéine (Kong et ai, 1996, Gow et ai, 1996). La nitration de la
tyrosine peut alors empêcher la tâche de la protéine qui serait normalement phosphorylée
ou bien mimer le changement conformationriel qui serait induit par une phosphorylation
et ainsi induire les conséquences de la phosphorylation. L’interférence avec le processus
cellulaire peut découler du fait que le peroxynitrite peut non seulement nitrer mais aussi
oxyder les protéines. Or, la formation et les réactions du peroxynitrite peuvent contribuer
à la pathogenèse d’une série de maladies incluant le sepsis, les désordres
Figure 8: Certaines voies intracellulaires activées par le peroxynitrite. Tirée
de Klotz et al, 2002.
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neurodégénératifs, 1’ ischémie-réperfusion et les maladies cardiovasculaires chroniques et
aiguês (Haddad et ai, 1994, Beckmann et ai, 1993, Szabo et ai, 1996, Hooper et ai, 1994).
7.2 Les nitrotyrosines comme un marqueur des maladies cardïovasculaires
L’oxide nitrique (NO) est un vasodilatateur et un inhibiteur de l’agrégation
plaquettaire, de l’adhésion des leucocytes et de la prolifération des cellules musculaires
lisses (Kinlay et ai, 2001, Moncada et ai, 1999, Ignarro et ai, 2002). Cependant, sous des
conditions pathologiques, le NO peut être convertit en un puissant agent nitrosylant.
Comme mentionné plus haut, un mécanisme possible pour la génération d’un oxydant
dérivé du NO implique la réaction de ce dernier avec le superoxide, menant à la formation
du peroxynitrite. Un mécanisme alternatif pour générer ces dérivés oxydants implique la
myeloperoxidase (Hazen et al, 1999, Eiserich et ai, 1998, Abu-$oud et aI, 2000, Zhang et
ai, 2001, Brennan et ai, 2002), une enzyme dérivée des leucocytes (principalement des
neutrophiles) et enrichie dans les lésions athérosclérotiques qui sert de prédicteur
indépendant des risques cardiovasculaires (Zhang et ai, 2001).
Plusieurs lignes d’évidences supportent un lien potentiel entre la formation des
oxydants dérivés du NO et le développement des CAD. Plusieurs études suggèrent qu’un
déséquilibre entre la formation du NO et de superoxide à l’intérieur des vaisseaux
coronaires dysfonctionnels mène à une déficience en NO, et conséquemment, à la
génération d’oxydants dérivés de NO telles que le peroxynitrite et d’espèces nitrogènes
dérivés de la myeloperoxidase (Kinlay et ai, 2001, Moncada et al, 1999, Ignarro et ai,
2002, Podrez et ai, 1999, Cai et ai, 2000). D’autres mécanismes alternatifs ont établit un
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lien entre les oxydants dérivés de NO, l’activation des MMPs et le développement des
plaques instables (Galis et al, 2002), et le développement d’un état pro-thrombotique
(freedman et aï, 199$, Loscalzo et ai, 2001). Une autre étude récente a démontré que le
CD4OL via le peroxynitrite causait la nitration et l’inhibition de la PGI2, initiant ainsi la
formation d’une lésion athérosclérotique et thrombotique (Bradley et ai, 2005). Dans la
même ligne d’intérêt, une étude a démontré que le peroxynitrite est capable de réduire in
vitro la fonction du tPA (Nielsen et aï, 2004). Il est connu que l’interface de
l’endothélium vasculaire et les macrophages expose une quantité significative de
nitrotyrosines dans les plaques athérosclérotiques (Depre et al, 1999, Esaki et ai, 2000).
Conséquemment, puisque le tPA est relâché par l’endothélium vasculaire stimulé par la
formation de thrombine, il est concevable que l’inactivation du tPA par le peroxynitrite
puisse diminuer la lyse du caillot sanguin, contribuant ainsi à un état thrombotique. De
plus, une étude clinique a démontré que le niveau de nitrotyrosines peut servir comme un
marqueur inflammatoire des CAD. En effet, un niveau systémique de protéines ayant des
résidus nitrotyrosines était associé à des patients ayant une CAD même après un
ajustement des facteurs de risques traditionnels et de CRP (Shishehbor et ai, 2003). Voici
un tableau résumant leurs résultats.
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Tableau VI: Facteurs de chances “Odds ratio (OR)” pour le développement futur de
CAD
Qu artiles
Caractéristiques 1 2 3 4 p
Nitrotyrosines,
<3.6 3.6-6.3 6.4-10.0 >10.1
umol/mol tyrosines
CAD, Patients (n = 100), Contrôles (n = 10$)
17 19 26 38
38 29 27 14
Nombre de patients
Nombre de contrôles
OR (95% IC)
_____Non
ajusté 1.0
_________
1.4
_________
______LO
23
Modèle
2 10 2.3
• fajusté pour les facteurs de risques traditionnels
• ajusté pour les facteurs de risques traditionnels et CRP
Alors, l’activation de différentes cellules inflammatoires, les interactions entre ces
cellules et l’augmentation des niveaux plasmatiques des marqueurs de maladies
coronaires aiguès tels que la CRP, l’IL-8 et les nitrotyrosines semblent jouer un rôle
crucial dans le développement des maladies cardiovasculaires.
2.2 6.1
2.1 5.4
1.1 4.4
<.001
<.001
<.001
Somme toute, bien que plusieurs études suggèrent une association entre un niveau
élevé de la CRP et les CAD, peu est connu sur les mécanismes intracellulaires
d’activations des neutrophiles et des cellules endothéliales ainsi que les mécanismes
d’interactions entre les neutrophiles et les plaquettes par la CRP; tous étant des
médiateurs importants dans le développement des maladies athéro-thrombotiques. Or,
nous avons étudié si un réarrangement structurel de la forme native de la CRP était
capable d’activer les neutrophiles, les plaquettes et les cellules endothéliales et d’induire
un changement phénotypique à leurs surfaces afin de promouvoir les interactions entre
elles.
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II. HYPOTHESE ET OBJECTIFS SPÉCIFIQUES
Principalement, ces études visent à comprendre les mécanismes par lesquels la
CRP peut moduler la fonction des neutrophiles, des plaquettes et des cellules
endothéliales humains au site de l’inflammation, une étape importante de la réponse
inflammatoire aigue associée avec le CAD. Pour ce faire, nous avons testé l’hypothèse
qu’un réarrangement conformationnel de la CRP est un pré-requis pour (1) médier
l’activation des cellules endothéliales coronaires artérielle humaines (HCAEC), (2)
promouvoir l’adhésion des plaquettes sur les neutrophiles et (3) induire la sécrétion de
l’IL-8 via le peroxynitrite chez les neutrophiles humains. Tous ces évènements étant
impliqués dans le développement des maladies coronaires aigus.
Les principaux objectifs spécifiques sont:
1. Étudier les mécanismes intracellulaires qui modulent les changements d’expression
des molécules d’adhésions ICAM-l, E-sélectine et VCAM-l à la surface des
HCAECs lorsque stimulées par la CRP ou par la forme monomérique/modifiée de la
CRP.
2. Vérifier si les deux différentes formes de la CRP peuvent moduler la capture des
neutrophiles par les plaquettes et ensuite induire l’agrégation homotypique des
neutrophiles. Étudier les différentes molécules d’adhésions impliquées dans les
interactions neutrophiles-plaquettes et plaquettes-plaquettes.
3. Examiner si les deux formes de la CRP peuvent induire la sécrétion de l’IL-8 chez les
neutrophiles et élucider les mécanismes intracellulaires.
4. Étudier le ou les récepteur(s) étant impliqué(s) suite à une activation des trois types
cellulaires mentionnés ci-haut par les deux formes de la CRP.
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CHAPITRE I (Article 1)
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reactive protein is required for proinflammatory actions on human endothelial ceils.
Circulation 109: 2016-2022.
(Reproduced with the kind permission of Circulation, Journal of the AMERICAN
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INTRODUCTION GÉNÉRALE DU CHAPITRE I
Dans ce présent chapitre, nous avons examiné l’impact de la CRP et de mCRP sur la
production de la protéine chemoattractrice des monocytes-1 (MCP-1) et de l’IL-8, deux
régulateurs clés du recrutement des leucocytes, et sur l’expression des molécules d’E
sélectine, de la molécule d’adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) et de la molécule d’adhésion
vasculaire-1 (VCAM-1) chez les cellules endothéliales coronaires artérielles humaines
(HCAEC).
Nous avons trouvé que la forme mCRP, après 4 heures d’incubation, augmente la
transcription génique et la sécrétion de MCP-1 et d’IL-8 et de I’ARNm et l’expression des
molécules d’adhésions ICAM-1, E-sélectine et VCAM-1 sur les HCAECs. D’autres part, la
forme native de CRP avait un effet significatif seulement après une durée d’incubation plus
longue, c’est-à-dire in-ie durée variant entre 6-24 heures. Les actions de mCRP sur les
HCAECs étaient inhibées par un anticorps anti-CD16 alors que l’anticorps anti-CD32
n’avait pas d’effets. La mCRP induisait la phosphorylation de la p38 MAPK et l’inhibiteur
spécifique de cette kinase renversait les actions de mCRP. Ainsi, un réarrangement structurel
de CRP en mCRP est nécessaire afin de promouvoir des actions pro-inflammatoires sur les
HCAECs via la voie intracellulaire de la p38 MAPK. Ces observations suggèrent que
seulement la forme modifiée de CRP semble contribuer au développement de
l’inflammation vasculaire.
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ABSTRACT
Background
— C-reactive protein (CRP) has been suggested to actively amplify the
inflammatory response underlying coronary heart diseases by directly activating
endothelial celis. In this study, we investigated whether loss ofthe cyclic pentameric
structure of CRP, resulting in formation ofmodified or monomeric CRP (mCRP) is a
prerequisite for endothelial ccli activation.
Methods and Resuits — We examined the impact of native CRP and mCRP on the
production of monocyte chemoattractant protein-i (MCP-1) and interleukin-8 (IL-8), key
regulators of leukocyte recruitment, and on the expression of intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1), E-selectin and vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) in human
cultured coronary artery endothelial celis (HCAEC). Incubation with mCRP for 4 hours
increased MCP-1 and IL-8 secretion and mRNA levels, and ICAM-1, E-selectin and
VCAM-1 protein and mRNA expression. Significant induction occurred at 1-5 jig/mL;
reached a maximum at 30 ig/mL, and did not require the presence of serum. Native CRP
was without detectable effects at 4 hour, whereas it enhanced cytokine release after a 24-
hour incubation. An anti-Fc-yRIII (CD 16), but not an anti-Fc-yRII (CD32), antibody
produced a 14-32% reduction ofthe mCRP effects (P<0.05). mCRP, but not CRP, evoked
phosphorylation ofp38 mitogen-activated protein kinase, and inhibition ofthis kinase
with SB 203580 reversed the mCRP effects. Furthermore, culture ofHCAEC in the
presence of SB203580 markedly decreased mCRP-stimulated E-selectin and ICAM-1-
dependent adhesion ofneutrophiis to HCAEC (P<0.001).
Conclusions
— Loss ofpentameric symmetry in CRP, resulting in formation ofmCRP,
promotes a proinflammatory HCAEC phenotype through a p38 MAPK-dependent
mechanism.
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Condensed Abstract: We investigated whether loss ofthe pentameric symmetry of C
reactive protein (CRP), resulting in formation ofmodifiedlmonomeric CRP (mCRP) is a
prerequisite for endothelial ccli activation. Culture ofhuman coronary artery endothelial
celis for 4 hours with mCRP, but flot native CRP, induced release of monocyte
chemoattractant protein- 1 and interleukin-$, and protein and mRNA expression of
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), and E-selectin through activation of p38
mitogen-activated protein kinase (MAPK) and binding to FCyRIII. Pharmacological
inhibition ofp38 MAPK markedly decreased E-selectin and ICAM-1-dependent
neutrophil-endothelium attachment. These results indicate that mCRP rather than native
CRP may contribute to vascular inflammation.
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INTRODUCTION
Acute coronary artery diseases are associated with evidence of inflammation bath
systemically and in the arterial wall.t’2 Eievated plasma levels ofC-reactive protein
(CRP) are predictive of subsequent acute coronary events among apparently healthy
subjects and patients with stable or unstabie angina.35 However, the exact raie and
mechanisms of action ofCRP as a modulator of inflammation lias flot been well defined,
for bath pro- and anti-inflammatory actions have been reported.6’2 Recent resuits suggest
that CRP may directiy contribute ta endathelial dysfunction by inducing cytokine release
and surface expression of adhesion molecules.’3’5 Intriguingly, these actions were evident
oniy after 12 ta 24 hours incubation, whereas maximum increases in adhesion moiecuie
expression can be detected within 4 ta 6 hours in response ta pro-inflammatory cytokines
or bacterial lipopalysaccharide (LPS). These observations raise the possibiiity that CRP
may undergo structural changes in order ta activate endothelial ceils. Indeed, it has been
propased that distinct isofonns ofCRP are formed during inflammation.
Conformationally altered forms of CRP express several epitopes that are flot present an
native CRP’6 and display properties distinct from those of native CRP.’7
19 Native,
pentameric CRP dissociates into free subunits within a few hours foilawing binding ta
plasma membrane.2° These subunits expressing several neoepitopes are referred ta as
rnodified or monomeric CRP (mCRP). mCRP antigens were detected in the wail of
human normal blaod vessels2’ and in inflamed tissues.22
In this study, we investigated whether conformational rearrangement af native
CRP, resulting in formation ofmCRP, maybe required for induction af release of
interleukin-8 (IL-8) and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), key reguiators of
ieukocyte recruitment, and expression of adhesion molecules in human coronary artery
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endothelial ceils (HCAEC). To gain insight into the underlying mechanisms, we also
examined whether the mCRP actions on HCAEC are mediated through binding to one of
the IgG receptor subtypes similarly to that reported for leukocytes;18,23,24 and via
activation of p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK).
METHOUS
CRP isoforms
High purity (>99%) human native CRP (Calbiochem) was stored in a NaN3-free buffer
containing CaCl2 to prevent spontaneous formation ofmCRP from the native pentamer. A
recombinant form ofmCRP (rm-CRP) that cal-mot rearrange into a pentameric structure
was engineered as described.’8 Native CRP was distinguished from mCRP by binding and
antigenicity differences using monoclonal antibodies described for each form ofthe
moiecuie,’6”7 and by their secondary structure.’8 The endotoxin leveis of ail peptide
solutions were below the detection limit (0.125 EU/ml corresponding to 0.01 ng!mL
LPS) ofthe Limulus assay (Sigma).
HCAEC Stimulation
HCAEC (passage 3, from Clonetics) were cultured in EGM-MV medium (Clonetics)
suppiemented with 10% FBS.” Monolayers ofHCAEC (passages 4 through 6) in 24-weli
or 96-well microplates (confluence >97%, 28,0O0 cells/cm2 ) were incubated with native
CRP or mCRP. In some experiments, HCAEC were pretreated with the MAPK kinase
inhibitor PD98059 (50 jiM), the p38 MAPK inhibitor SB203580 (0.1-1 jiM), the
phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor wortmaimin (100 nM), the anti-FcyRlil (CD16)
antibody 3G8, anti-Fc-yRTIa (CD32) antibody FLI8.26 or the irrelevant antibody MOPC
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21 (each at 2.5 ig/mL, Pharmingen) for 30 min before addition ofmCRP. At the
indicated times, culture supematants were collected and the celis were processed as
described below.
Monocyte Chemoattractant Protein-l and Interleukin-8 Production
The concentrations ofMCP-1 and IL-8 in culture supematants were determined in
duplicate by selective ELISAs (BD Pharmingen). Intra-, and interassay coefficient of
variation were typically <4% and <6%, respectively. There was no cross-reactivity with
CRP isoforms in the assays.
Celi Adhesion Molecule Expression
After incubation for 4 hours, HCAEC were detached with EDTA (0.01% in PBS) from
the 24-well microplates, and then stained for ICAM- 1, E-selectin or VCAM- 1 using
fluorescent dye-conj ugated anti-ICAM- 1, anti-VCAM- 1 (Pharmingen) or anti-E-selectin
(Serotec) antibodies as described.19 Nonspecific binding was evaluated by using
appropriately labeled mouse IgG1. Immunoflourescence (10,000 cells for each sample)
was analyzed with a FACScan flow cytometer with CellQuestPro software.
RNase Protection Assay
For multi-probe RNase protection assays, HCAEC were lysed with 50 jiL of
lysis/denaturation solution (Ambion). [32P]-labeled anti-sense RNA probes were
generated using templates for IL-8, MCP-1, ICAM-1, E-selectin, VCAM-1, L32 and
GAPDH (RiboQuant, BD Pharmingen), and the assays were performed with the Direct
Protect kit (Ambion) as described.25
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Neutrophil-Endothelial Celi Adhesion Assay
The adhesion assay was perfornied as described previously.11”9 In brief, monolayers of
HCAEC in 96-well microplates were cultured with CRP, mCRP or LPS (I jtg/mL, a
positive control) for 4 hours at 37°C, washed extensively, and 2x105 human 51Cr-labeled
neutrophils in 100 pi were then added. In some experiments, mCRP was added back
together with neutrophils to mCRP-treated HCAEC. Some experiments were repeated
using function-blocking monoclonal antibodies against E-selectin (ENA-2, 10 tgImL,
purified F(ab’)2, Monosan), L-selectin (DREG-56, 20 jig/mL), CD18 (L130, 10 ig/mL)
or the irrelevant antibody MOPC-21 (20 rg!mL, ah from BD Biosciences). HCAEC were
incubated with neutrophils for 30 min at 37°C on an orbital shaker at 90 rpm. Loosely
adherent or unattached cehis were removed by washing, and the endothelial monohayer
plus the adherent neutrophuls were lysed. The number of adherent neutrophils in each
experiment was calculated from the radioactivity of a control sample.
Western blot for p38 MAPK
Protein extracts were prepared by lysing 5x104 HCAEC in 100 jiL of lysis buffer.
Western blot analysis ofphosphorylated and total p38 MAPK was performed using the
PhosphoPlus p38 MAPK antibody kit (New England Biolabs))8”9
Statistical Analysis
Resuits are expressed as mean+SEM. Statistical comparisons were made by analysis of
variance using ranics (Kruskal-Wahlis test) followed by Dunn’s multiple contrast
hypothesis test to identify differences between various treatments or by the Mann
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Whitney U test for unpaired observations. Values ofP<0.05 were considered significant
for ail tests.
RESULTS
mCRP Induces p38 MAPK-dependent Expression of IL-8 and MCP-1 in HCAEC
Culture ofHCAEC with mCRP for 4 hours resulted in concentration-dependent increases
in IL-8 and MCP-1 release, whereas native CRP was without effect (figure lA).
Significant induction was detected even with 1 jig/mL that peaked at 100 ig/mL mCRP.
The maximal effects ofmCRP were 50% ofthose ofLPS 1 pg/mL (IL-8: 3.9±0.2
ng/mL; MCP-1: 11.4±0.5 ng/mL). Native CRP induced significant release of IL-8 and
MCP-l at 24-hours; however, it was a considerable less potent inducer ofcytokine
production than mCRP (Figure lB). The absence of serum did not affect the responses to
mCRP (Figure 1 C).
Preincubation of HCAEC with SB203 580 concentration-dependently decreased
mCRP-induced IL-8 and MCP-1 release at 4-hours, whereas neither wortmannin nor
PD98059 affected the responses to mCRP (figure 2A). furthermore, mCRP, but flot
native CRP, induced phosphorylation ofp38 MAPK relative to unstimulated controls.
Phosphorylation was rapid in onset (peak about 30 mm) and occurred in a concentration
dependent fashion (Figure 23).
We performed RNase protection assays on RNA extracted from HCAEC
following 4 hours incubation with mCRP. Consistent with the observations at protein
levels, mCRP stimulated IL-8 and MCP-1 mRNA levels, that was suppressed by
53203580, but not by PD98059 or wortmannin (Figure 3). Native CRP did flot produce
detectable changes (figure 3).
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mCRP lrtduces Expression of Adhesion Molecules
Under our experimental conditions, 2%, 39% and 1% ofuntreated HCAEC expressed E-
sel ectin, ICAM-1, and VCAM-l, respectively (figure 4A). Treatment with mCRP for 4
hours evoked concentration-dependent increases in the overail expression and in the
percentage ofHCAEC expressing these adhesion molecules, whereas native CRP was
without effect (figure 4A). As a positive control, LPS produced on average 10-, 10- and
5-fold increases in E-selectin, ICAM-1 and VCAM-1 expression, respectively (figure
4A). SB203580 markedly attenuated mCRP-stimulated expression ofthese adhesion
molecules, whereas PD98059 or wortmannin was without effect (figure 4B). Likewise,
mCRP induced increases in E-selectin, ICAM-1 and VCAM-1 mRNA levels, that were
markedly attenuated by SB203580 (figure 3). Native CRP (100 g!mL) increased ICAM
1 amI VCAJvI-1 expression on HCAEC from 22.9+1.6 to 52.9±2.0 RFU and from 3.2±0.2
to 7.6±0.5 RFU, respectively (n=4, P<0.05); though it was less potent than mCRP
(ICAM-1, 107.9±8.9; VCAM-1, 10.7±0.5 RFU, n=4, P<0.05 vs. native CRP). Ceil
viability assessed by propidium iodide staining was >92% in ail experiments.
mCRP Promotes Neutrophil Adhesion to HCAEC
The biological significance of adhesion molecule expression was confirmed by the
sigriificant increase of adhesion of neutrophiis to HCAEC cultured with mCRP (Figure
5A). Enhanced neutrophil attachment was evident with mCRP at 1 ig/mL and reached an
apparent maximum at 100 tg/mL. By contrast, native CRP even at 100 ig/mL failed to
promote adherence (figure SA). The number of adherent neutrophuls to mCRP-activated
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HCAEC was fiirther enhanced when the adhesion assay was performed in the presence of
mCRP (figure 5B), indicating that mCRP activates both neutrophils and HCAEC.
Since muhiple receptors are involved in neutrophil adliesion to HCAEC under
non-static conditions,” and mCRP affects adhesion molecule expression on both
neutrophils’9 and endothelial celis (the present study), we assessed the contribution of L
selectin, 32-integrins and E-selectin to the binding interaction by using function-blocking
monoclonal antibodies. mCRP-stimulated neutrophil attachment to mCRP-activated
HCAEC was blocked by antibodies against CD18 (57±4%, n=6), E-selectin (38±3%) and
L-selectin (14±2%) (Figure 5C). The combination ofthese antibodies inhibited neutrophil
adhesion by 92+3% (Figure 5C). The number of adherent neutrophils was reduced from
2.8+0.2 x104 cells/well to 1.4±0.1 x104 cells/well when HCAEC were cultured with
mCRP (30 tg/mL) in the absence and presence of SB203580 (n=6, p<O.Ol). Neither
PD98059 nor wortmannin affected significantly the neutrophil-HCAEC attachment (data
not shown).
Search for mCRP Receptors on HCAEC
Since CRP binds predominantly to the low affinity IgG FcyRIIa (CD32)23’24 and mCRP
utilizes the low affinity immune-complex Fc’yRIII (CD 16)18 on leukocytes, we used
function-blocking antibodies as competitors to assess the possible involvement ofthese
receptors in mediating the actions ofmCRP on HCAEC. Pre-incubation ofHCAEC with
the anti-CDI6 antibody resulted in 14-32% attenuation ofthe responses to mCRP (Figure
6). Neither the anti-CD32 antibody (Figure 6) nor the irrelevant MOPC-21 antibody (data
flot shown) affected the responses to mCRP.
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DISCUSSION
The present resuits provide evidence for a novel molecular mechanism by which
CRP may activate endothelial ceils. This bioactivity ofCRP is expressed when the
pentameric structure dissociates and undergoes a conformational rearrangement, resulting
in formation ofmCRP.
Formation ofmCRP from native CRP involves the dissociation ofthe CRP
pentameric disk. This is accompanied by a loss ofpredominantly f3-sheet secondary
structure with an increase in Œ-helix)8 exposure of inter-subunit contact residues, in
particular residues 198-206, the predominant neoepitope expressed on mCRP,’6 and
expression of distinct biological activities.1719 For instance, native CRP inhibits, whereas
mCRP promotes adhesion ofneutrophils to LPS-activated HCAEC.’1”9 Furthermore,
recent results suggest that aggregated (i.e. structurally modified) CRP rather than native
CRP may promote uptake oflow-density lipoproteins by macrophages.26’27 To avoid the
confounding effects of spontaneous formation of mCRP from native CRP during
prolonged storage in the absence of calcium tour unpublished observation), we utilized
CRP preparations devoid ofmCRP contamination, and engineered mCRP that cannot
reassemble to form a pentamer.
Our study shows that mCRP, unlike native CRP, can induce cytokine release and
expression of adhesion molecules on HCAEC after a 4-hour incubation period. We also
examined the mechanisms ofmCRP signaling in HCAEC, observing a predominant role
for the p38 MAPK pathway.
At low ig/mL concentrations, mCRP induced transcription of IL-8, MCP- 1, E
selectin, ICAM-1 and VCAM-1 genes within 4-hour ofits addition to HCAEC. These
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effects were comparable in magnitude to those observed with LPS, a well-known
activator of endothelial ceils. Consistent with previous studies,’315 native CRP did flot
evoke detectable changes at 4-hours. The CRP induction became detectable only affer 6
to 12 hours incubation, reaching maximal effects at 24-hour,’3’5 coinciding with in vitro
kinetic of dissociation into subunits.2° While CRP clearly enhanced IL-8 and MCP-l
production at 24-hour culture, it was a significantly less potent inducer of cytokine
production than mCRP. These observations suggest that conformational rearrangement of
CRP is a prerequisite for activation of HCAEC, and that the amounts of mCRP generated
ftom CRP within 4 hours are not sufficient to evoke detectable responses. Another
important difference between the actions of CRP and mCRP is that the mCRP effects do
not depend on, whereas the CRP effects are dependent on a yet unidentified serum
cofactor(s).’3 Since the mCRP action is based on a tissue rather than a serum
environment, thus minimizing the need for serum cofactors.
The present study did not address the fimctional significance ofmCRP-induced
expression of IL-8 and MCP-1. MCP-1 and IL-8 play important roles in recruitment of
monocytes into the vessel wall,28’29 IL-8 is a key regulator ofneutrophi] trafficking and
activation.30 Thus, by enhancing chemokine production, mCRP may contribute to the
evolution of atherogenesis,28 and to the widespread neutrophil activation observed in
patients with unstable angina.2 The biological significance of adhesion molecule
expression was confirmed by the significant increase of adhesion of neutrophils to
mCRP-acfivated HCAEC. These observations extend previous findings that mCRP
promoted neutrophil adhesion to LPS-activated HCAEC through up-regulation of
CD11b/CD18 on neutrophils.1° Our resuits show that mCRP-induced expression of
ICAM-1 and E-selectin also contributes to neutrophil-HCAEC attachment. Significantly
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higher number ofneutrophils adhered to mCRP-activated HCAEC when the adhesion
assay was performed in the presence than in the absence ofmCRP, indicating that mCRP
can promote adhesion by activating both HCAEC ai-id neutrophils. Leukocyte-endothelial
ceil interaction involves a complex interplay among adhesion molecules.3’ Indeed, the
anti-CD18, anti-E-selectin and anti-L-selectin antibody alone inhibited 57, 34 and 14% of
neutrophil attachment, respectively, whereas combination of the three antibodies blocked
—‘90% ofadhesion. We also detected enhanced VCAM-1 expression after 4-hour culture
ofHCAEC with mCRP, indicating that mCRP closely mimics the effect of24-hour
incubation with CRP,’3”5 though the possible role ofVCAM-1 in neutrophil adhesion
was flot investigated.
Oui- resuits indicates that mCRP activation ofHCAEC involves p38 MAPK.
mCRP stimulated rapid phosphorylation ofthis kinase, and the specific p38 MAPK
inhibitor SB203580 markedly inhibited HCAEC responses to rnCRP, although the
inhibition was incomplete. These resuits are consistent with those observed with
SB203580 on thrombin-induced endothelial chemokine production and ICAM-1
expression,32,33 and suggest involvernent of other intracellular signaling mechanism(s).
Unlike in neutrophils,18,19 mCRP does not appear to activate the MAPK kinase and
phosphatidylinositol 3-kinase pathways in HCAEC, because there was no reduction in the
presence ofPD98O59 and wortmarmin.
Littie is known at present about the CRP or mCRP receptor(s) on endothelial ceils.
Human aortic endothelial ceils may express the receptors fcyRJI and fcyRI,34 which
bind CRP on leukocytes.23,24 In HCAEC, an anti-fc’yRII antibody failed to affect the
responses to mCRP, whereas an anti-Fc’yRIII antibody, that effectively blocked the
apoptosis delaying action ofmCRP in neutrophils,’9 produced a slight attenuation of
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mCRP-induced HCAEC activation. While these observations would suggest the
involvement of fc-yRIII, additional studies are needed to confirm the presence of this
receptor on HCAEC, and to identify the major binding site(s) for rnCRP on HCAEC.
Limitations ofthis study are that the mechanisms regulating mCRP formation in
vivo are stiil unidentified and that mCRP levels are difficuit to estimate in vivo for, unlike
CRP, mCRP is expressed on ceil membranes, rather than in the plasma.21’22 Since the
ratio ofmembrane-bound mCRP to mCRP in the culture medium is unknown, it is
extremely compticated to measure the arnount of native CRP that dissociated into free
subunits in vitro. If indeed mCRP is a tissue-associated mediator, at the sites ofinjury it
may corne in contact with the endothelium and leukocytes, amplifying the pro
inflammatory response triggered by the initial endothelial injury.
In surnmary, the present resuits indicate that loss ofpentarneric symnmetry in CRP,
resulting in formation of mCRP, is prerequisite for the appearance of pro-inflammatory
actions on HCAEC. Indeed, mCRP directly facilitates endothelial ceil adhesion molecule
expression, leukocyte adhesion, and MCP-l and IL-8 production. Importantly, these
effects are, in part, mediated by activation of the p38 MAPK pathway. These findings
indicate that mCRP rather than native CRP may contribute to the devetopment ofvascular
inflammation and suggest that inhibition of p38 MAPK may be a target for anti
inflammatory strategies in vascular diseases.
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figure 1. Effects of CRP isoforms on IL-8 and MCP-l release in HCAEC. HCAEC were
cultured with native CRP or mCRP for 4 hours (A) or 24 hours (B) in the presence of
10% FBS. (C) Comparison of the effects of4-hour incubation with mCRP in presence of
10% FBS (‘with serum’) or in serum-free conditions (‘no serum’). Resuits are the
mean±SEM for 4 to 8 experiments. *p<o.05; **P<0.Ol (compared with vehicle).
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Figure 3. Effects ofmCRP and native CRP on IL-8, MCP-l, E-selectin, ICAM-1,
VCAM-l, L32 and GAPDH mRNA expression. HCAEC were cultured with CRP (100
ig/mL) or mCRP in the presence ofPD98059 (PD), $3203580 (SB) or wortmannin (Wo)
for 4 hours. C, control (medium only). The effects ofLPS (1 igImL) are shown for
comparison. Shown is a representative multiprobe RNase protection assay of four
independent experiments.
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Figure 4. Induction of adhesion molecule expression by mCRP. (A) Monolayers of
HCAEC were cullured for 4 hours with mCRP, native CRP or LPS (1 jig/mL). Adhesion
molecule expression was assessed by flow cytometry and is expressed as relative
fluorescence intensity (RI’U) after subtracting nonspecific immunostaining. Positive ceils
represent the % of HCAEC that stained positive for the indicated adhesion molecule. (B)
HCAEC were preincubated with PD98059, SB203580 or wortmannin for 20 mm, and
then challenged with mCRP (30 jig!mL) for 4 hours. Values are the mean±SEM for 4-6
independent experiments. *p<o.o5; **p<0.01 vs. control (ceils cultured in medium
alone). #p<005 ##p< vs. mCRP alone.
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Figure 5. mCRP, but flot A HCAEC PMN
native CRP, promotes - -
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neutrophil adhesion to 10 - *
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stimulated neutrophil adhesion by flinction-blocking anti-E-selectin, anti-CD1 8 and anti
L-selectin monoclonal antibodies (mAb). HCAEC were cultured with mCRP (30 jig/mL,
4 hours), then neutrophils together with mCRP (30 igImL) were added for 30 min in the
presence ofmAbs, as indicated. The irrelevant antibody MOPC-21 served as a negative
control. Resuits are the mean+SEM of 6 experiments. *p<o.05; **p<o.o1; ***P<0.001
vs. control (medium only); #P<0.05; P<O.0l vs. mCRP without mAbs (fihled column).
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INTRODUCTION GÉNÉRALE DU CHAPITRE II
Dans ce présent chapitre, nous avons examiné les effets de la forme native de la CRP
et de mCRP sur la production de l’IL-8 via la signalisation du peroxynitrite chez les
neutrophiles humains.
Nous avons trouvé que l’incubation du sang total ou des neutrophiles humains isolés
avec le mCRi provoque une augmentation du gène et de la sécrétion de l’IL-8 et cette
induction était inhibée de 70% par l’inhibiteur de la NO synthase L-NAME. Chez les
neutrophiles humains, la mCRP a induit la formation de superoxide et de l’oxide nitrique
menant à la production du peroxynitrite et subséquemment à l’activation des facteurs de
transcriptions NF-icB et AP-L D’autres part, la forme native de CRP a induit une
augmentation de la sécrétion d’IL-8 seulement après une période d’incubation de 24 heures.
Les actions de mCRP étaient inhibées de 60-70% par un anticorps anti-CD16 alors que
l’anticorps anti-CD32 n’avait pas d’effets. Or, ces résultats suggèrent qu’un réarrangement
structurel de la CRJ en une forme modifiée mène à la sécrétion de l’lL-8 via la signalisation
du peroxynitrite et l’activation des facteurs de transcriptions NF-iB et AP-1 chez les
neutrophiles humains. Ces observations soulignent l’importance des neutrophiles en tant que
source majeure de stress nitrosatif et d’IL-8 et peut fournir un lien entre CRP, l’activation
des neutrophiles, le stress nitrosatif et IL-8, tous étant impliqués dans la prédiction des
maladies cardiovasculaires.
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ABSTRACT
- Plasma levels ofC-reactive protein (CRP), nitrotyrosine, and interÏeukin-8
(IL-8) are known predictors of acute cardiovascular events. Peroxynitrite (ONOO-) may
function as an intracellular signal for the production of IL-8. However, it is flot known
whether CRP regulates these events. Emerging evidence suggests that some bioactivities
of CRP are expressed only when the pentameric structure of CRP is lost, resulting in
formation ofmonomeric or modified CRP (mCRP). We studied the impact ofliuman
native CRP and bioengineered mCRP that cannot rearrange into the pentameric structure
on ONOO- formation and ONOO--mediated IL-8 gene expression in human leukocytes.
Incubation ofhuman whole blood or isolated neutrophuls with mCRP (0.1-100 tLg/mL) for
4 hours increased IL-8 gene expression and secretion that was blocked -70% by the NO
synthase inhibitor L-NAME. In neutrophuls, mCRP simultaneously increased superoxide
production and eNOS-mediated NO formation, leading to enhanced ONOO- formation,
and consequently activation of NE-KB and AP-l. Native CRP was without detectable
effect at 4 hours, whereas it enhanced IL-8 release after a 24-hour incubation that was
blocked by L-NAME. An anti-CDÏ6 antibody, but not an anti-CD32 antibody, produced
60 to 70% reductions in mCRP-stimulated NO formation and IL-8 release (both P<0.05).
These resuits suggest that loss ofthe pentameric symmetry in CRP, resulting in formation
ofmCRP, leads to IL-8 release from human neutrophils via peroxynitnte-mediated
activation of NE-KB and AP-1.
Key Words: C-reactive protein, leukocytes, interleukins, signal transduction,
inflammation
$4
INTRODUCTION
Epidemiological and clinical studies have shown strong and consistent relationships
between circulating markers of inflammation and risk prediction of future coronary artery
disease (CAD). Among these markers, elevated plasma levels of C-reactive protein (CRP)
are predictive for subsequent acute coronary events among apparently healthy men and
women, and patients with stable or unstable i”2 The C-X-C chemokine, interleukin
8 (IL-8) is a sensitive marker ofunstable CAD.3 Increases in IL-8 levels may coincide
with increased CRP levels,4 though IL-8 does flot stimulate directly CRP gene
expression.5’6 Increased plasma levels ofnitrotyrosine, a “molecular fingerprint” for nitric
oxide-derived oxidants,7 are also associated with the presence ofCAD.8 Statin therapy
produced reductions in nitrotyrosine concentrations similar to those in total cholesterol
and CRP.8 However, it is uncertain whether changes in these inflammatory markers occur
independently or are interrelated.
Widespread neutrophul activation lias also been detected in patients witli acute CAD,
thougli the existence of a correlation between neutrophil activation and plasma CRP
remains controversial.9”° Neutrophil infiltration into plaques was found to be actively
associated with acute coronary events.11 Recent resuits suggest that peroxynitrite (ONOOE
), formed in a reaction of superoxide with NO,7 functions as an intracellular messenger to
mediate IL-8 gene expression in lipopolysaccharide (LPS) or cytokine-stimulated human
leukocytes through activation ofthe transcription factors nuclear factor (NF)-icB and
activator protein-1 (AP-l).’2’5 CRP induces cytokine release from endothelial cells.’618
Recent resuits suggest that confonnational rearrangement in native CRP, leading to the
formation ofmonomeric or modified CRP (mCRP) is required for activation of
endothelial cells.’9 CRP and mCRP bind to distinct receptors, Fc’yRIIa (CD32) and
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FcyRIII (CD1 6), respectively, on human neutrophils,2022 and exert opposing actions. for
instance, native CRP inhibits neutrophil activation, adherence and trafficking,5’2325
whereas mCRP promotes neutrophil adhesion to endothelial cells,19 and suppresses
neutrophil apoptosis.26
In the present study, we investigated the impact of native pentameric CRP and mCRP on
IL-8 production in human whole biood and isolated neutrophils. To gain insight into the
underlying molecular mechanisms in neutrophils, we characterized the IgG receptor
subtype (i.e. the CRP receptor) involved and examined whether induction of IL-8 gene
and protein expression is mediated through stimulation of 0N00-dependent activation
ofNF-icB and AP-1.
METHODS
CRP Isoforms
High purity (>99%) human native CRP (Calbiochem) was stored in NaN3-ftee 20 mM
Tris, 150 mM NaC1 buffer (pH 7.5) containing 2 mM CaCI2 to prevent spontaneous
formation ofmCRP from the native pentamer. A recombinant form ofmCRP (rmCRP,
purity >97%) that cannot rearrange into a pentameric structure was engineered,
characterized and compared with mCRP prepared from native CRP by urea chelation as
described.26 Native CRP was distinguished from mCRP by binding and antigenicity
differences27 and by their secondary structure.26 The endotoxin level of ail protein
solutions was below the detection limit (0.125 endotoxin units/mL, corresponding to
0.01 ng!mL lipopolysaccharide oftheLimulus assay (Sigma).
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Cel] Stimulation
Venous blood (anticoagulated with sodium heparin, 50 U/mL) was obtained from 24
liealthy volunteers who had denied taking any medication for at least 2 weeks. The
Clinical Researcli Committee approved the experimental protocols. Neutrophil
granulocytes (purity >95%, viability >97%) were isolated as described.23 Whole blood
aliquots or isolated neutrophils (5x106 cells/mL) in microcentrifuge tubes were placed on
a rotator and challenged with native CRP or mCRP with or without the NO synthase
inhibitor L-NAME (1 mM) at 37°C in 5% C02 atmosphere. In additional experiments,
the responses to CRP and mCRP were studied in the presence of the specific NE-KB
inhibitor pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC, 100 MM), function-blocking anti-CD 16
monoclonal antibody (mAb) 3G8 (isotype: IgGi), anti-CD32 mAb FLI-8.26 (isotype:
IgGl) or the irrelevant class-matched MOPC-21 antibody (ail at 2.5 ig/mL, BD
PharMingen). At the designated time points, the plasma was harvested, and stored at -
20°C for later cytokine analysis. Celis were processed as described below.
Measurements of IL-8 mRNA Expression and Secretion
Levels of IL-8 in plasma or culture medium were determined by a selective enzyme
immuno-assay (OptElA, BD Biosciences). Intra-assay and interassay coefficients of
variation were typically <4% and <6%, respectively. IL-8 and GAPDH mRNA
expression was assayed in RNase protection assays with the Direct Protect kit (Ambion)
as described previously.12
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Nitric Oxide and Superoxide formation
Intracellular formation of NO was monitored by flow cytometry following incorporation
of diaminofluorescejn diacetate (5 jiM, Clontech) into neutrophils.15 Superoxide
production was determined as superoxide dismutase-inhibitable reduction of
ferricytochrome c.15
Expression of NO Synthase Isoforms
Total RNA was isolated from lx io neutrophils using TriZol reagent (Invitrogen). cDNA
was prepared with $uperscript reverse transcriptase (Invitrogen). The following primers
were used for subsequent PCR analysis: human inducible NOS (iNOS), sense 5’-TCTC-
TCGGCCACCTTTGATGAG-3’ ami antjsense 5’ -GGTTGCATCCAGCTTGACCAG-3’;
human endotheijal NOS (eNOS), sense 5’-GTGATGGCGAAGCGAGTGAAG-3’ and
antisense 5’ -CCGAGCCCGAACACACAGAAC-3’; human neuronal NOS, sense 5’ -CT
TCTGGCAACAGCGGCAÀTTTG-3’ ami antisense 5 ‘-TGGACTCAGATCTAAGGCG
GTTG-3’; -actin, sense 5 ‘-ATGCCATCCTGCGTCTGGAC-3’ and antisense 5’ -AGCA
TTTGCGGTGCACGATGG-3’.2$ The corresponding 412-base pair, 421-base pair, 458-
base pair and 500-base pair fragments were amplified enzymatically by 40, 35, 40 and 25
repeated cycles, respectively and subjected to electrophoresis on 1 .2 % agarose
containing ethidium bromide.
Detection of Peroxynitrite
NO-dependent fluorescence of rhodamine, an oxidation product of dihydrorhodamine 123
(DHR 123)29 and nitrotyrosine formation were measured as markers ofONOO
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formation. DHR 123 (20 1iM, Molecular Probes) was added to some samples during the
last 60 min of incubation in the presence or absence ofL-NAME (1 mM), and
fluorescence was analyzed by a flow cytometer (FACScan, Becton Dickinson).’2 The NO
synthase blocker-inhibitable proportion ofDHR 123 oxidation can be attributed to
ONOO-, because ONOO- readily oxidizes DHR 123, while NO does not.29 DHR 123
oxidation by mCRP was also determined in neutrophuls pretreated with the calmodulin
inhibitor W7 (20 MM), the broad PKC inhibitor GF109203X (200 nM), the
phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor wortmannin (100 nM) or the NADPH oxidase
inhibitor diphenyieneiodonium chloride (DPI, 5 iM). In additionai experiments,
neutrophil extracts (prepared as in Ref. 15) were analyzed for the presence of
nitrotyrosine, a “molecular fingerprint” of ONOO- (Ref. 7) by an enzyme immunoassay
(detection limit: 2 ng/ml) (Cayman Chemicals) using nitrotyrosine as standard.’5 Intra-,
and interassay coefficients of variation were typically <6%.
Nuclear Factor-id3 and AP-1
Intranuclear, DNA bound, NF-wBIp65 and AP-1/c-fos were measured with a flow
cytometry assay’3”5 and were used as an estimate ofNF-xB and AP-1 activation,
respectively. In brief, leukocyte nuclei prepared with the Cycietest Plus DNA reagent kit
(Becton Dickinson) were stained with rabbit polyclonai anti-human NF-B/p65 or c-Fos
antibodies, or with normal rabbit IgG (to assess non-specific binding oflgG to nuclei)
and then with FITC-conjugated anti-rabbit IgG antibody (ail from Santa Cruz
Biotechnology) and propidium iodide. Singlet neutrophil nuclei were gated using the
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doublet-discrimination module and fluorescence intensity was analysed with a FACScan
flow cytometer using the Celi Quest Pro software.
Calcium Mobïllzatïon Assay
Intracellular Ca2 concentration was monitored in Fura-2/AM (1 iM)-1oaded neutrophils
in a Perkin-Elmer spectrofluorometer (excitation: 340 nm, emission: 510 nm) as
previously described.3°
Western Blot Analysis
Protein extracts were prepared by Jysing 2x106 neutrophils in 100 iiL of lysis buffer, and
immunoblot analysis ofphosphorylated and total Akt was performed using the Phospho
Plus Akt antibody kit (New England Biolabs) as described.26
Neutrophil Viability
Neutrophul viability was assessed by flow cytometry immediately after staining with
propidium iodide (0.5 jiglmL).
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Statistical Analysis
Resuits are expressed as means + SEM. Statistical comparisons were made by ANOVA
using ranks (Kruskal-Wallis test) followed by Dunn’s multiple contrast hypothesis tests to
identify differences between various treatments. Repeated measures were analysed by the
Friedman test followed by the Wilcoxon-Wilcon test. Values ofP<0.05 were considered
significant.
RESULTS
Effects of CRP and mCRP on IL-8 Production and IL-8 mRNA Expression
hicubation ofliuman wliole blood with mCRP for 4 hours resulted in concentration
dependent IL-8 release, whereas native CRP was without effect (Figure 1). Significant
induction was detected with 5 tg’mL, which peaked at 100 /ig/mL mCRP (Figure lB).
Native CRP started to increase IL-8 release only after 8 hours of incubation; however, it
was a considerable less potent inducer of IL-8 production than mCRP at any time points
studied (Figure lA). Both mCRP and CRP-induced IL-8 release was markedly, thougli
neyer completely, inhibited by L-NAME (Figure lA). Likewise, mCRP, but not CRP,
induced concentration-dependent IL-8 release ftom isolated neutrophuls afler 4 hours of
incubation (Figure 1C). On a molar basis, bioengineered mCRP and mCRP prepared from
native CRP evoked similar IL-8 release (Figure 1D). Recombinant mCRP (50 pg/mL)
induced IL-8 release (5.6+0.7 ng/mL) was unaffected by the formyl-peptide receptor
antagonist N-t-Boc-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe (50 iiM) (5.4±0.5 ng!mL, n=6, P>0.l).
Therefore, because of the enhanced solubility, bioengineered mCRP was used in
subsequent experiments. Heat inactivation of native CRP (60 minutes at 100°C) resulted
in a complete loss of its activity (data not shown). Also, LPS (Escherkhia cou serotype
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011 1 :B4) at 0.02 ng/mL, a concentration 2-fold higher than the maximum level ofLPS
contamination in our protein solutions) did flot induce detectable IL-8 release (0.24+0.03
nglmL vs. 0.23+0.03 ng/mL in unstimulated neutrophils, n4, P>0.1).
We performed RNase protection assays on RNA extracted from leukocytes afier 4 hours
incubation with mCRP. Consistent with the observations at the protein level, mCRP
evoked concentration-dependent increases in IL-8 mRNA expression, which was
suppressed by L-NAME (Figure 2). Native CRP at 100 g!mL did not produce detectable
changes (Figure 2).
mCRP Induces NO, Superoxide and Peroxynitrite Formation in Neutrophu]s
Incubation ofneutrophuls for 4 hours with mCRP led to simultaneous increases in O2 and
NO production. Significant increases were detected with 5 jig/mL, which peaked at 100
pg/mL mCRP (Figure 3). The increases in 02 and NO production coincided with
increases in NO-dependent DHR123 oxidation, indicating enhanced ONOO- formation
(Figure 3). Addition ofthe NO donor spermine NONOate (0.5 mM) to L-NAME-treated
neutrophuls restored DHR123 oxidation (rhodamine fluorescence in RFU, control: 22+4;
mCRP: 50+4; L-NAME+mCRP: 29+3; spennine NONOate+L-NAME+mCRP: 48+4,
n4, P>0.1 compared with mCRP). To confirm ONOO- formation, we measured cellular
nitrotyrosine content. Neutrophils exposed to mCRP for 4 hours contained significantÏy
higher amounts ofnitrotyrosine than unchallenged cells, and the increases in nitrotyrosine
correlated with those in DHR 123 oxidation (Figure 3).
To identify the NOS isoform(s) responsible for enhanced NO production, we
performed RT-PCR on cDNA prepared from neutrophils. These assays resulted in the
amplification of eNOS mRNA, but not neuronal NOS and iNOS, in fteshly isolated ceils
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and in response to mCRP at 2 and 4 hours afier addition ofthe protein (figure 4). mCRP
did flot affect eNOS mRNA expression (Figure 4).
To characterize the proximal signaling events associated with mCRP-induced
ONOO-formation, we monitored calcium mobilization. mCRP evoked a rapid increase in
intracellular Ca2 similar to that observed with fMLP (Figure 5A), and transiently
enhanced (peak at around 2 mm) phosplioiylation ofAkt (Figure 5B), indicating P13-
kinase activation. Consistently, calmodulin blockade with W7 or inhibition ofPI3-kinase
with wortmaimin significantly reduced mCRP-induced DHR 123 oxidation, and these
actions were not additive with L-NAME (Figure 5C). Inhibition ofNADPH oxidase with
DPI effectively attenuated mCRP-evoked DHR 123 oxidation to the same degree in the
absence and presence of L-NAME (Figure 5C). By contrast, the PKC inhibitor
GF109203X produced only modest decreases in mCRP-induced DHR 123 oxidation that
were fi.irther enhanced by L-NAME (Figure 5C).
mCRP Stimulates Nuclear Accumulation ofAP-1 and NF-KB in Neutrophils
Because transcription of IL-8 gene requires activation ofNF-icB and AP-1,31 we
examined whether mCRP can activate these pathways in neutrophils. We prepared nuclei
from unstimulated and mCRP-stimulated neutrophils, and analysed nuclear accumulation
ofNF-icB and AP-l using flow cytometry. Figure 6A shows representative resuits
illustrating mobilization ofNF-KB/p65 and AP-1/c-Fos to the nucleus (i.e. the increased
fluorescence represents increased amounts ofNF-iB or AP-1 bound to DNA) in response
to mCRP. Nuclear immunostaining was completely blocked by preincubation ofthe
antibodies with the appropriate blocking peptides. The actions of mCRP were
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concentration-dependent and were markedly attenuated by L-NAME (Figure 6A and B),
consistent with inhibition of IL-8 mRNA expression and production.
Preincubation ofneutrophiÏs with PDTC markedly attenuated, though neyer
completely inhibited, mCRP-induced IL-8 production (Figure 7), confirming that
increased nuclear accumulation ofNT-icB correlated with induction of IL-8 production.
Involvement of CDI6 in mCRP Signaling
Previous studies identified CD 16 (FcyRIII) as a neutrophil receptor for mCRP.22’26 We
used function-blocking mAbs to CD16 and CD32 (FcyRlla) as competitors to confirm
whether the mCRP actions described above were also mediated via CD16. The anti-CD16
mAb partially prevented mCRP-induced NO formation assessed at 4 hours, and IL-8
release assessed at 4 and 24 hours after addition ofmCRP, whereas the anti-CD32 or the
irrelevant MOPC-21 antibody had no detectable effects (Figure 8). k’creasing the
concentration ofthe anti-CD16 mAb did not resuit in further inhibition (data not shown).
At 24 hours culture, native CRP-induced IL-8 release was also attenuated by the anti
CD16 mAb, but flot by the anti-CD32 mAb or MOPC-21 (Figure 8B).
Effect of mCRP on Neutrophil Viabilïty
Since increased NO and ONOO- formation could affect ceil viability,7’32 we assessed
neutrophil survival. Consistent with previous studies,26 after 4 hours culture in vitro, the
percentage of viable neutrophils was slightly higher in the presence of mCRP (95±2%,
n5, P<O.05) than in untreated (control) samples (89±2%) or in the presence of native
CRP ( 88±3%, n=5, P<O.05 vs. mCRP).
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DISCUSSION
The present resuits provide evidence for a novel mechanism by which CRP may affect the
inflammatory process by stimulating ONOO- formation and signaling in human
neutrophils. However, these actions are expressed when the pentameric structure
undergoes a conformational rearrangement, leading to formation ofmCRP. Our resuits
also suggest a potential link between CRP, IL-8, nitrotyrosine and neutrophul activation,
as it may occur in the blood of patients with acute CAD.
Our study using human whole blood and isolated neutrophils demonstrates that mCRP
stimulates a rapid (within 4 hours) and potent synthesis of IL-8. This is a primary
response to mCRP that requires de novo protein synthesis and transcription ofthe IL-8
gene. Comparison of plasma and culture medium IL-8 levels suggests that 7O% of IL-8
release was ofneutrophil origin in blood. Native CRP did not evoke detectable changes
at 4 hours. Ibis was unexpected, for native CRP induced rapid (within minutes) shedding
ofL-selectin from the surface ofneutrophuls,23 and cannot 5e explained by the slight
differences in the viability ofmCRP or CRP-treated neutrophils. Human blood contains
ail the yet unidentified serum cofactors that were required for CRP activation of
endothelial celis.’6 The CRP stimulation became detectable only after 8 hours of
incubation, coinciding with in vitro kinetics of dissociation into subunits.33 Although CRP
clearly enhanced IL-8 production at 8 to 24 hours of incubation, it was a considerably iess
potent inducer of IL-8 release than mCRP. These observations suggest that
conformational rearrangement of CRP is required to induce IL-8 production in
neutrophils, and that the amounts ofmCRP generated from CRP within 4 hours are not
sufficient to evoke detectable increases in IL-8. The time course ofneutrophul activation
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bynative CRY appears to 5e similar to that ofCRP activation ofendothelial cells.19
Neither LPS (at a concentration 2-fold higher than might be present in our protein
preparations) nor heat-inactivated CRP evoked detectable IL-8 release, indicating that
CRP and mCRP signaling was responsible for the observed effects.
Blockade of NO synthesis with L-NAME inhibited to a similar degree mCRP
induced IL-8 release, nuclear accumulation ofNF-icB and AP-1 in neutrophils, coinciding
with suppression of IL-8 mRNA expression. Interestingly, L-NAME also attenuated
native CRP-induced IL-8 release, and the degree of inhibition was comparable to that
detected with mCRP. These results pointed to the involvement of NO in mediating these
responses. Previous studies have shown that ONOO- rather than NO by itselfmediates
IL-8 release from human neutrophils in response to LPS or cytokines.12’34’35 Accordingly,
we found that mCRP simultaneously enhanced superoxide and NO formation, coinciding
with increases in NO-dependent oxidation ofDHR123 and nitration ofprotein tyrosine
residues. A significant portion ofrhodamine fluorescence in mCRP-stimulated
neutrophils can 5e attributed to ONOO-, because it depends on NO-related species —it can
5e inhibited by L-NAME- whereas NO per se does flot oxidize DHR 123 29 Further, the
NO donor sperruine NONOate restored DHR 123 oxidation in L-NAME-treated
neutrophuls, indicating that L-NAME does not inhibit NADPH oxidase activation.
Although nitrotyrosine is often considered as a distinct “molecular fingerprint” of
ONOO- formation,7 peroxidase-dependent tyrosine nitration has also been described.36’37
Interestingly, in human neutrophils, ONOO- appears to be the predominant mechanism
for tyrosine nitration.38
RT-PCR amplified eNOS, but not iNOS and neuronal NOS-specific products in
unchallenged neutrophils and in neutrophils treated with mCRP for up to 4 hours. These
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resuits point toward increased eNOS activity as the source for enhanced NO production in
response to mCRP. Previous studies on constitutive NOS expression in human
neutrophils yielded contradictory resuits, as both the absence and presence of eNOS and
neuronal NOS have been reported.28’3941 Contaminating ceils or differences in the NOS
assays used might account for this apparent discrepancy. Unstimulated human neutrophils
do flot express iNOS, whereas iNOS positive neutrophuls have been detected in tissue
exudates,28’4’ and after more than 16 hours incubation with cytokines.41 Whether mCRP
could induce iNOS expression afler prolonged incubation periods remains to be
investigated. There is compelling evidence that eNOS-derived NO contributes to 0N00
formation in amounts sufficient to activate signaling mechanisms and even to induce ceIl
damage.32
Ca2 mobilization and activation of calmodulin and P13-kinase appears to be
required for mCRP-induced ONOO formation. Ca2 transients control calmodulin
mediated eNOS activation and the activity ofPLC’yl and PL&y2, which through
formation ofdiacylglycerol and activation ofPI3-kinase lead to activation ofNADPH
oxidase.42 The inhibitory actions of W7, wortmannin and DPI on DHR 123 oxidation
were flot additive with those of L-NAME, suggesting that these compounds inhibited the
same reaction, i.e. the ONOO-dependent oxidation through suppression of either NO or
O{ formation. PKC appears to play a minor role in mCRP signaling, for GF109203X
inhibited only a small portion ofDHR 123 oxidation by mCRP.
The IL-8 gene contains cis-regulatory elements for NF-iB, AP-1 and NE-IL-6.31
0f these transcription factors, NF-icB plays a key role in the induced expression of IL-8.
Accordingly, we found that mCRP stimulates nuclear accumulation ofNf-icB and AP-1,
and inhibition of NE-KB activation with PDTC decreased IL-8 production by 66%. The
97
meclianism of action ofPDTC lias flot been fully defined, but likely involves inhibition of
formation ofoxidants that would resuit in activation of IKB-Œ kinase and/or enhancing
phosphorylation of I-icB.43’44 Thus, NF-iB activation could 5e attributed to decomposition
products of ONOO-, rather than the parent molecule itself.
Our resuits indicate that mCRP-induced IL-8 gene expression and release are
predominantly mediated through the low affinity immune compiex binding IgG receptor
CD16, for the function-blocking anti-CD16 mAb 3G8, but not anti-CD32 mAb,
markedly, thougli neyer completely, inhibited NO formation and IL-8 production in
neutrophuls. furthermore, only the anti-CD16 mAb attenuated native CRP-induced IL-8
release at 24 hours incubation. These observations imply that during 24 hours culture,
conformational reanangement might have occurred in native CRP, yielding mCRP,
because native CRP does not bind to CD16.2022 We cannot exciude the possibility that
mCRP may bind different sites from IgG on CD 16, for blockade of the epitope defined by
the mAS 3G8 reduced 8O% ofmCRP binding at 0°C.22 Altematively, mCRP might
interact other as yet unidentified ccli surface molecules. These may include direct binding
to positively charged residues on proteins and direct interaction with the iipid membrane
(Potempa et al., unpubÏislied observations). The slight inhibition ofmCRP activation of
endothelial celis by anti-CD16 mAb’9 lends support to the existence ofmCRP receptor(s)
other than CD 16.
The mechanisms that induce conformational rearrangement in native CRP in vivo
are stiil unknown. Native, pentameric CRP dissociates into free subunits after binding to
plasma membranes33 or in denaturating or oxidative environment,27 yielding mCRP.
However, the percentage of CRP that might have dissociated into subunits during a 24
hours incubation period remains to be determined. Unlike CRP, mCRP appears to be
9$
predominantly membrane-bound,45’46 therefore making its detection rather difficuit. Since
the commercial CRP antibody (clone 8) mainly recognizes mCRP,47 tissue
immunostaining attributed to native CRP in previous studies might have been due to
mCRP. Neutrophils may corne into contact with mCRP expressed in the arterial wall at
sites of endothelial injury45 or perhaps on other leukocytes, thereby aggravating the
inflammatory response and contributing to plaque destabilization.1’ Stimulated
neutrophils release 0N00, though the ratio ofintracellularly retained and released
0N00 camot be deduced.12 Increased 0N00 release is consistent with enhanced
nitration of plasma proteins and may contribute to tissue damage. finally, our resuits do
flot exciude contribution of other celis to elevated plasma levels ofnitrotyrosine and IL-8.
Indeed, mononuclear leukocytes and endothelial cells also release IL-8 in response to
native CRP or rnCRP, thereby increasing plasma cytokine levels in patients with CAD.
In summary, the present resuits indicate that loss ofpentameric symmetry in CRP,
resulting in formation ofrnCRP, stimulates IL-8 production by human neutrophils
through ONQQ-mediated activation ofNF-icB and AP-1. These observations point
towards neutrophils as a major source ofnitrosative stress and IL-8, and may provide a
potential link between CRP, neutrophil activation, plasma nitrotyrosine and IL-8, ail
irnplicated in predicting future acute CAD.
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figure 1. CRP isoforms induce IL-8 release from neutrophuls and whole blood. Blood
samples (A, B) or isolated neutrophils (PMN, 5x106 cells/mL) (C) were incubated (A)
with CRP or mCRP (100 jig/mL) in the absence and presence ofL-NAME (1 mM) or (B,
C) with various concentrations of CRP and mCRP or (D) with bioengineered mCRP or
mCRP prepared from native CRP at 37°C for the indicated times. Secreted IL-8 was
determined by ELISA. Resuits are mean ± SEM for 4 to 6 experiments with different
donor celi preparations. Blood!neutrophils obtained from the same persons were used to
study CRP and mCRP plus L-NAME. *p<o.05; **p.<O.o1; ***P<0.001 vs. unstimulated
(control). L-NAJvIE inhibited mCRP or CRP (100 JLg/mL)-stimulated IL-8 release by
70% (P<0.01 at ail time points studied; for the sake of clarity symbols are flot shown).
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figure 2. Effects ofmCRP and CRP on IL-8 mRNA expression. Neutrophils were
incubated for 20 min with L-NAME (1 mM) and challenged with CRP or mCRP for 4 h
at 37°C. (A) Representative RNase protection assay using probes for IL-8 and GAPDH.
(B) Densitometry analysis of autoradiographs of the samples probed for IL-8 and
GAPDH. The IL-8 resuits are expressed as percentage of control (unstimulated) after
normalization with the GAPDH values. The resuits represent means ± SEM from 4 assays
with different blood donors. *P<005; **p<001; vs. unstimulated.
P<0.01.
107
A
IL-8 ii liii
GAPDH
ttB
z
E
c
-J
***
o
o
o
o
180
160
140
120
100
**
*
mCRP
L-NAME
CRP
- 11050
éI
100 100 - ig/mI
- +
-
- 100 ig/mI
108
oE 50 50
iQG)
., 40
‘I— •- ,n
.
..jj
00_c
20 20
DO
O)E O O
C
30 20 u
20 uø
ci) — LD
.41LL O
i- 4j
C u “J 5z-
0 0 o
0 1 5 10 50 100
mCRP (g/mI)
figure 3. mCRJ induces formation ofsuperoxide, NO and ONOO-. Neutrophils (5x106
cells/mL) were challenged with mCRP at 37°C for 4 h. Intracellular formation of NO was
monitored using diaminoflorescein, and is expressed as relative fluorescence units (RFU).
Diaminofluorescein fluorescence was reduced 98% by L-NAME (1 mM). Superoxide
formation was measured as superoxide dismutase-inhibitable reduction of
ferricytoch-ome c in the culture medium. ONOO- formation was assessed as L-NAME
inhibitable oxidation ofDHR 123 to rhodamine, and is expressed as RFU. Values are
means ± SEM (n=4-7). *p<05, **p<001; ***p<ÇJÇfl vs. unstimulated (control).
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figure 4. Effect ofmCRP on expression of NOS isoforms. Neutrophils incubated without
or with mCRP (50 ig/mL) for 2 and 4 hours, were harvested for RNA preparation. RT
PCR was performed with specific primers for human nNOS, iNOS, eNOS and 13-actin.
The PCR products were resolved on a 1.2% agarose gel by electrophorcsis and stained
with ethidium bromide. RNA isolated and amplified from human chondrocytes stimulated
with IL-1f3 for 4 hours served as a positive control for iNOS. The resuits are
representative for 3 neutrophil preparations.
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Figure 6. mCRP stimulation ofnuclear accumulation ofNF-icB and AP-1, and inhibition
with L-NAME. Neutrophils were incubated with mCRP for 30 min in the presence of L
NAME as indicated. Leukocyte nuclei were prepared for immunostaining as described
under Methods. (A) Representative fluorescence histograms of singlet nuclei of
neutrophils afler staining for NF-icB/p65 (lefi panel) or c-Fos (right panel). Also shown is
the staining ofnuclei prepared from neutrophuls incubated with vehicle (controls, curves
labeled C) and staining with normal rabbit IgG followed by FITC-labeled anti-rabbit IgG
antibody (curves labeled IgG). As a negative control, antibodies were incubated for 2
hours with the appropriate blocking peptide (curves labeled BP) before addition to nuclei.
(B) Concentration-dependent actions ofmCRP. The results are means ± SEM of 6
experiments with different blood donors. *p.<o.05; **P<0.01 vs. unstimulated. t P<0.05;
ttP<0.01.
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figure 7. Inhibition ofNF-iB activation suppresses mCRP-induced IL-8 release.
Neutrophils (5x106 cells/mL) were pre-incubated with PDTC (100 jiM), and then
challenged with mCRP (50 tg/mL) for 4 hours at 37°C. Values are means ± SEM (n=4).
*< 0.05; ‘P<0.01 vs. untreated; P<0.05.
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isoforms on shear-induced neutrophil-platelet adhesion and neutrophil aggregation in
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INTRODUCTION GÉNÉRALE DU CHAPITRE III
Dans ce present chapitre, nous avons examiné les effets de la forme pentamérique
et de la forme modifiée de la protéine C-réactive sur la cinétique de l’adhésion des
plaquettes aux neutrophiles et de l’aggrégation homotypique des neutrophiles dans le
sang total soumis à un stress dû au cisaillement.
Nous avons observé que le cisaillement du sang total induit une augmentation de
l’expression de la molécule d’adhésion P-sélectine sur les plaquettes, à la capture des
neutrophiles par les plaquettes et subséquemment à l’aggrégation homotypique des
neutrophiles. Les intéractions intercellulaires homo- et hétérotypiques dépendaient des
molécules d’adhésions P-sélectines, L-sélectine et CD18. La forme native de la protéine
C-réactive a significativement atténué la formation de conjugats cellulaires. Par contre, la
forme modifiée de la protéine C-réactive a augmenté de façon concentration dépendante
l’expression de la P-sélectine induite par le cisaillement et a accru la formation des
aggrégats plaquettes-neutrophiles et neutrophiles-neutrophiles. Un anticorps anti-P
sélectine avec un anticorps anti-CD1S ont presque totalement inhibé l’adhésion des
plaquettes aux neutrophiles et l’aggrégation des neutrophiles. Les effets de CRP ont été
partiellement renversés par l’anticorps anti-CD32 alors que ceux de mCRP ont été
partiellement inhibés par l’anticorps anti-CD16. Ces résultats suggèrent que la CRP
inhibe l’activation des plaquettes et prévient l’adhésion des plaquettes aux neutrophiles et
l’aggrégation des neutrophiles alors que mCRP possède une activité pro-thrombotique.
Ainsi, la forme modifiée plutôt que la forme native de CRP semble contribuer au
développement des syndromes coronaires aigus.
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ABSTRACT
Background — Plasma C-reactive protein (CRP) level is a powerful predictor of
cardiovascular events. However, it is not known whether CRP could affect neutrophil
platelet adhesion and neutrophil aggregation, key events in acute coronary syndromes.
Emerging in vitro evidence suggests that some bioactivities of CRP are expressed upon
loss ofthe pentameric symmetry, resulting in formation ofmodified or monomeric CRP
(mCRP).
Methods and Resutts — We studied the impact ofhuman native CRP and bioengineered
mCRP that cannot rearrange into the pentameric structure on the kinetics ofneutrophil
platelet adhesion and neutrophil aggregation in whole blood subjected to shear (—100 1)
using real-time flow cytometry. Shear resulted in upregulation ofplatelet P-selectin
expression, leading to platelet capture ofneutrophils and subsequent neutrophil
aggregation, which was dependent on P-selectin, L-selectin and CD18. Native CRP at
clinically relevant concentrations markedly attenuated these changes. The residual
amount of neutrophil adhesion was blocked with anti-CD 1$ or anti-CD 11 b antibody. By
contrast, mCRP concentration-dependently enhanced shear-induced platelet P-selectin
expression, increased the rate and extent of formation ofboth neutrophul-platelet and
neutrophil-neutrophil aggregates. Complete abrogation of platelet-neutrophil adhesion
and neutrophul aggregation required both anti-P-selectin and anti-CD1 $ antibodies, but
not anti-L-selectin antibody. The CRP action was markedly inhibited by an anti-CD32
antibody, whereas the mCRP effects were significantly attenuated by an anti-CD 16
antibody.
Conclusions — These results indicate that native CRP inhibits platelet activation and
prevents platelet capture ofneutrophils, whereas mCRP displays potent prothrombotic
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activities under low levels of shear. Thus, mCRP rather than native CRP may precipitate
acute coronary syndromes.
Key words: neutrophuls; platelets; ceil adhesion molecules; inflammation; heart disease
Condensed Abstract: We investigated the impact of native C-reactive protein (CRP) and
structurally modifiedlmonomeric CRP (mCRP) on pate1et activation, platelet capfllre of
neutrophils and neutrophul aggregation in human whole blood subjected to shear. Native
CRP attenuated shear-induced upregulation ofplatelet P-selectin expression, leading to
inhibition ofplatelet-neutrophil adhesion and neutrophul aggregation. By contrast, mCRP
enhanced platelet P-selectin expression, increased the rate and extent ofP-selectin and f32-
integrin-dependent neutrophil-platelet and neutrophil-neutrophil adhesion. These resuits
indicate that the prothrombotic and proinflammatory actions ofmCRP rather than the
anti-platelet/antithrombotic actions of native CRP may contribute to acute coronary
syndromes.
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INTRODUCTI ON
In rccent years, C-reactive protein (CRP), long associated with inflammation, has
emerged as a clinical marker for future acute coronary syndromes (ACS) among
apparenfly liealtliy subjects and patients with stable or unstable angina.’3 In addition to
platelets,4 neutrophil granulocytes may also play a role in myocardial injury.5’6 In
patients witli ACS, elevated plasma levels ofmyeloperoxidase, presumably released from
neutrophils, predict an increased risk for subsequent cardiac events independently of
plasma CRP levels.7 Enhanced neutrophul-platelet adhesion lias been detected in patients
with unstable angina,81° and afier coronary angioplasty.’1 Occurrence ofneutrophul
platelet aggregates in the peripheral blood correlates witli disease activity.9 Neutrophul
platelet interaction links inflammation and thrombosis, and may exacerbate vascular
occlusion and ischemia.8”2 However, it is stiil unknown whether CRP could directly
affect the formation ofneutrophil-platelet aggregates, although this information would be
critical to determine whether CRP is solely a risk marker for or is also an actual mediator
ofACS.
The i-ole of CRP as a modulator of inflammation and thrombosis remains elusive,
as it possesses both pro- and anti-inflammatory actions.5”318 For instance, CRP inhibits
neutrophil activation and adhesion,’6”9 blocks platelet aggregation in vitro,2022 whereas
arterial injury in CRP-transgenic mice is associated with increased thrombosis.23 b
explain these apparently contradictory actions, it has been proposed that distinct isoforms
of CRP are formed during inflammation. CRP could dissociate into individual subunits
that undergo conformational changes. The resulting CRP isoforms, referred to as
modified or monomeric CRP (mCRP), express several neoepitopes and display properties
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distinct from those of native CRP.2426 mCRP antigens were detected in inflamed tissues
and in the wall ofhuman normal blood vessels.27
In the present study, we investigated the impact of native CRP and mCRP on the
dynamics and molecular constituents that support neutrophil-platelet and neutrophil
neutrophil aggregates in human whole bÏood using real-time flow cytometry. Our resuits
indicate that native CRP inhibits, whereas mCRP accelerates hydrodynamic shear
induced piatelet-neutrophil adhesion, and subsequentiy neutrophil aggregation.
MEIHODS
CRP Isoforms
High purity (>99%) human native CRP (Calbiochem) was stored in a NaN3-free 20
mmoi/L TRIS, 150 mmolJL NaCI buffer (pH 7.5) containing 2 mmoi/L CaC12 to prevent
spontancous formation ofmCRP from the native pentamer. A recombinant form of
mCRP (rm-CRP, purity: >97%) that cannot rearrange into a pentameric structure was
engineered and characterized as described.25 Native CRP was distinguished from mCRP
by binding and antigenicity differences24 and by their secondary structure.25 The
endotoxin level of ail peptide solutions was beiow the detection limit (0.125 EU!ml
corresponding to 0.01 ng/mL LPS) ofthe Limulus assay (Sigma).
Detection ofNeutrophil-Platelet Conjugates by Flow Cytometry
Venous blood (10 mL, anticoagulated with sodium heparin, 50 units/mL) was obtained
from healthy non-smoking volunteers (maie and female, 23 to 55 years; leukocyte count,
3,800 to 8,800/JIL; piateiet count, 169,000 to 355,000/L), who had denied taking any
medication for at least two weeks. The Clinical Research Committee approved the
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experimental protocols. Blood was kept at 20°C and used within 2 hours of collection.
Two hour storage ofblood resulted in 17±6% increases in neutrophil CDI lb/CD1$
expression without increasing platelet P-selectin expression (7.9±1.0 vs 8.4±0.7 relative
fluorescence units (RFU) detected immediately after blood collection, n=4). To
circumvent the possible confounding effects ofthis siiglit neutrophil activation, the order
ofmeasurements within each experiment was randomized. Blood obtained from the same
persons (at different times) was used to study both CRP and mCRP.
Formation ofneutrophul aggregates and neutrophil-platelet conjugates was
monitored real-time in accordance with the technique ofKonstantopoulos et al.28 with
modifications. In brief, blood (100 j,L) was diluted 1:6 with HEPES buffer (in mmol/L:
NaC1, 110; KC1, 10; MgCI2, 1; glucose, 10; HEPES, 30; pH 7.4) in polypropylene
cytometry tubes (Becton Dickinson). This dilution was chosen to enable flow cytometric
measurements ofneutrophil adhesive events, eliminating the coincident detection arising
from the >1000-fold excess oferythrocytes andplatelets. Platelets were labeled with an
anti-CD61-fITC monoclonal antibody (mAb) (1 jig/mL, PharMingen) for 10 min at
20°C, followed by staining of leukocytes with LDS-751 (10 jiglmL, Molecular Probes)
for 5 min at 37°C. LDS-751 is a vital nucleic acid that stains leukocytes, but not platelets
or erythrocytes. In some experiments, blood samples were preincubated for 10 min with
function-blocking anti-L-selectin mAb Dreg-56 (20 g/mL, PharMingen), anti-CD18
mAb L-130 (15 igJmL, BD Biosciences), anti-CD11b mAb ICRF44 (20 jg/mL,
PharMingen), anti-P-selectin mAb P8G6 (30 jig/mL, Chemicon) or irrelevant antibody
MOPC-21 (30 tg/mL, BD PharMingen) in the absence or presence of native CRP or
mCRP (both at 25 ig/mL). In additional experiments, the responses to CRP and mCRP
123
were studied in the presence of function-blocking anti-CDÏ6 mAb 3G8 or anti-CD32
mAb FLI-8.26 (both at 2.5 g/mL, PharMingen). Shear was then initiated with a teflon
coated magnetic bar (2x7 mm, rotating at 700 rpm) in a Payton aggregometer at 3 7°C.
The average shear rate, which is proportional to the rotation rate ofthe bar, was estimated
at —100 s. However, much higher shear rates (up to3000 s’) are present at the surface of
the rotating bar.29
Samples were injected directly into a FACScan flow cytometer (Becton
Dickinson) before initiating shear (time 0) and at the indicated times during shear. The
instrument was calibrated with CaYiBRITE beads and the FACSComp software (Becton
Dickinson). Dual-color fluorescence was analyzed with the CellQuestPro software. A
fluorescence threshold was set to detect celis that stained positive with LDS-75 1, thus
exciuding erythrocytes and unhound single platelets from the display. 2000 events were
acquired at each time point. Neutrophils were gated by their characteristic forward and
side-scatter profiles. Neutrophil-platelet conjugates were defined as particles that
expressed CD61-FITC fluorescence above the background level (Figure lA). Neutrophil
platelet adhesion was quantitated as the percentage ofneutrophuls that were bound to
platelets. The mean FL1 fluorescence intensity of single neutrophils with adherent
platelets (Figure lA) was quantitated by gating this population on the basis of LDS-75 1
fluorescence. Neutrophil conjugates defined as particles that expressed LD$-75 1
fluorescence levels greater than those of single neutrophils with or without bound
platelets (Figure 1 A) were quantitated based on the LDS-75 1 staining, where mean
fluorescence intensity was an integral multiple ofthe singlet neutrophil fluorescence
value (Figure lB). The ratio ofneutrophils in aggregates to the total number of
neutrophils was calculated using the formula: % Aggregation =
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(2D+3T+4Q1)÷(S+2D+3T+4Q), where S represents singlet neutrophuls, and the
neutrophul aggregate sizes are given as D (doublets), T (triplets), and Q (quartets and
larger unresolved neutrophil aggregates).3°
Platelet P-selectin Expression
for detection ofP-selectin expression, shear was initiated in diluted blood samples in
which leukocytes were flot stained. At the indicated times, 5 L aliquots were removed
and incubated with R-phycoerythrin-conjugated anti-P-selectin mAb CRC8 1 (Caltag
Laboratories) for 3 min at 3 7°C. S amples were then diluted 1:1000 with HEPES buffer
and analyzed by flow cytometry. 10,000 events were acquired per sample.
Statistical Analysis
Results are presented as mean±SEM. Statistical comparisons were made by analysis of
variance using ranks (Kruskal-Wallis test) foilowed by Dunn’s multiple contrast
hypothesis test to identify differences between various treatments or by the Mann
Whitney U test for unpaired observations. Values ofP<0.05 were considered significant
for ail tests.
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RESULTS
Native CRP Attenuates, whereas mCRP Accelerates Hydrodynamic Shear-induced
formation of Neutrophil-Platelet Aggregates
Consistent with previous reports,2831 29±3% ofneutrophils were adhered to platelets in
diluted whole blood before applying shear, whereas neutrophil homotypic adherence was
<2% (figure 2). Platelet adhesion to neutrophils and neutrophil aggregation increased
rapidly on applying shear, reaching a plateau at —10 minutes (figure 2). At 14 minutes,
82±4% ofneutrophils had platelets adherent to their surface, and 54±3% ofneutrophils
were in aggregates of2 celis (Figure 2B, C). No changes were detected in the absence of
shear (figure 2B, C).
Preincubation ofblood samples for 5 minutes with native CRP produced
decreases in neutrophul-platelet adhesion and neutrophul aggregation at ah time points
under shear without affecting the kinetics of adherence (Figure 2A, B, C). The CRP
inhibition was concentration-dependent; statistically significant inhibition was detected
even with 1 to 5 g/mL, which peaked at 25 Lg/mL (figure 2D, E). CRP effectively
inhibited the adhesive events even when it was added on initiation of shear, aithougli the
degree of inhibition was somewhat lower than that detected following preincubation with
CRP (data not shown). Heat inactivation ofCRP (30 minutes at 100°C) resulted in a
complete loss of its activity (data not shown). Since preincubation of unsheared blood
with mCRP for 10 minutes already produced detectable increases in ceil adherence;
mCRP was added to blood on applying shear. mCRP (25 igImL) eiihanced the rate and
extent of formation of neutrophil-platelet and neutrophil-neutrophil conjugates (Figure
23, C). Platelet adhesion to neutrophuls reached a plateau at —5 min (figure 2B). At 14
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minutes shear mixing, the number of neutrophils that had platelets adherent to their
surface (95±1%) or that were in aggregates of?2 cells (78±2%) were significantly
(P<0.01) higher than those subjected to shear only. The mCRP actions were
concentration-dependent; stati stically significant potentiation was detected with 1 gImL,
which peaked at 25 g/mL (Figure 2D, E). Addition ofLPS (E. cou serotype 0111:34,
0.02 nglmL; a concentration ‘-2-fo1d higher than the maximum level ofLPS detected in
our peptide solutions) did not affect shear-induced platelet- neutrophil or neutrophil
neutrophil adherence. For instance, at 14 minutes of shear, 89±2% and 90±3% of
neutrophils were adhered to platelets, and 48±3% and 49±5% ofneutrophuls were in
aggregates in the absence and presence ofLPS, respectively, n5, P>0.1.
Opposing Effects of Native CRP and mCRP on Hemodynamic Shear-induced Expression
ofPlatelet P-selectin
Both platelet P-selectin expression and the number of platelet bound to neutrophils
increased with time of shear, as evidenced by the 1 .7-fold increase in P-sel ectin
fluorescence and the 4-fold increase in platelet CD61-FITC fluorescence of single
neutrophils that were bound to platelets, respectively, afier 14 minutes shear (Figure 3).
Preincubation ofblood samples with native CRP concentration-dependently attenuated
these events, indicating inhibition ofplatelet activation and adherence (figure 3).
Statistically significant inhibition was detected with 5 g!mL CRP. In presence of 25
g/mL CRP, P-selectin expression afier 14 minutes ofshear did flot differ from that of
unsheared (time 0) platelets (Figure 33). By contrast, mCRP concentration-dependently
increased the rate and extent ofCD62P expression, and augmented CD61-fITC
fluorescence intensity associated with neutrophil-bound platelets (Figure 3B, D).
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Statistically significant increase was detected with 5 gJmL mCRP; which peaked at 25
gImL.
Dependence ofHomotypic and Heterotypic Neutrophil Adhesion on Selectins and f32-
Integrins
b assess the contribution of multiple adhesion molecules to neutrophil-platelet and
neutrophul-neutrophul adhesion in sheared suspensions,283° we used fimction-blocking
mAbs. Anti-P-selectin mAb decreased the rate of adhesive interactions, resulting in —10%
inhibition ofneutrophil-platelet adhesion and -55% inhibition ofneutrophil-neutrophil
conjugates afier 14 minutes of shear (Figure 4). Blocking either CD1 8 or L-selectin alone
did flot significantly decrease either neutrophil-platelet or neutrophul-neutrophil adhesion
(Figure 4). However, a combination ofanti-P-selectin and anti-L-selectin mAbs resulted
in 64% inhibition ofneutrophil-platelet adhesion afler 14 minutes shear (Figure 4).
Simuitaneous blockade ofP-selectin and CD1 $ aimost compietely inhibited neutrophil
platelet adhesion and reduced neutrophil aggregation by -—73% (Figure 4).
In CRP-treated blood samples, P-selectin blockade produced only slight
decreases, whereas simultaneous P-selectin and CD-1 8 blockade resulted in significant
decreases in celi-celi interactions as compared with those of native CRP alone (Figure 4).
L-seiectin blockade was without effect. A combination of native CRP with anti-P-selectin
and anti-CD1 $ mAbs yielded almost complete blockade of neutrophil-platelet adhesion
and inhibited neutrophul homotypic adhesion by —75% afier 14 minutes ofshear (Figure
4).
The mCRP-accelerated neutrophil-platelet adhesion and neutrophil aggregation
were significantly reduced at ail time points under shear in the presence of anti-P-selectin
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mAb, whereas neither anti-L-selectin nor anti-CD 18 mAb alone produced significant
inhibition (Figure 4). A combination of anti-P-selectin mAb and anti-L-selectin mAb did
not resuit in significantly greater inhibition than that observed with anti-P-selectin mAb
alone (figure 4). A combination of anti-P-selectin and anti-CD1 $ mAbs inhibited
neutrophil-platelet adhesion by 94% and neutrophil aggregation by 8l% afier 14 min
shear (figure 4).
Blocking Mac-1 with anti-CD1 lb mAb alone did flot yield significant inhibition
(Figure 5). However, a combination ofanti-P-selectin and anti-Mac-l mAbs was as
effective as anti-P-selectin plus anti-CD 18 mAbs in blocking platelet-neutrophil and
neutrophil-neutrophil adhesion (figure 5).
Involvement of CD16 and CD32 in Native CRP and mCRP Signaling
We used fiinction-blocking mAbs to CD16 (fcyRIIl) and CD32 (fc’yRIIa) as competitors
to determine the IgG receptor subtype mediating the actions ofmCRP and CRP,
respectively.25’32’33 None ofthis antibodies by themselves affected significantly the
parameters studied (Figure 6). The anti-CD32 mAb effectively, though neyer completely,
prevented the inhibitory action of CRP on shear-induced neutrophil-platelet adhesion,
neutrophil aggregation, CD6 1 -FITC fluorescence of single neutrophils and platelet P
selectin expression, whereas the anti-CD 16 mAb was without detectable effects (figure
6). Conversely, the anti-CDÏ6 mAb, but flot the anti-CD32 mAb, significantly, though
neyer completely, attenuated the effects ofmCRP (figure 6). The in-elevant antibody
MOPC-2 1 had no detectable effects on the responses to either CRP or mCRP (data not
shown).
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DISCUSSION
Numerous epidemiological studies have shown that plasma CRP level is a powerful
predictor of future cardiovascular diseases.3 However, the pathophysiological
importance of CRP is far from being fully understood. The present study provides
evidence for a dual role of CRP isoforms in the regulation of shear-induced platelet
adherence to neutrophils and neutrophil aggregation, critical events underlying ACS. We
report that native CRP suppresses, whereas mCRP significantly enhances the dynamics
and extent ofthese adhesive interactions.
We used a flow cytometry assay to monitor real-time transition ofplatelets from
the ‘resting’ to activated state, and to study the dynamics ofplatelet adhesion to
neutrophils and formation ofneutrophil aggregates,28’3° as may occur in the circulating
blood of patients with ACS. Apparently more neutrophuls are adhered to platelets in
diluted heparinized blood (as reported by previous 28-31 and the present studies) than in
blood collected into EDTA and formaldehyde.34 These discordant resuits might be
attributed to differences in blood collection and handiing, rather than to a significant
piatelet activation, for we detected Iow levels ofplatelet P-selectin expression in
unsheared samples. Shear mixing of diluted blood samples evokes negligible platelet
aggregation,28 thereby eliminating the possibility of passive neutrophil entrapment in
platelet aggregates. Low level ofhydrodynamic shear induces platelet activation, as
evidenced by enhanced P-selectin expression. Likely mechanisms for platelet activation
may involve hemolysis and release ofADP;28’35 contact with foreign surfaces and altered
02 levels may function as additional signais. Activated platelets then bind to neutrophuls,
and this heterotypic cell interaction is a prerequisite for neutrophil aggregation.28 Our
resuits show that native CRP concentration-dependently attenuated upregulation of P-
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selectin, and consequently platelet adhesion to neutrophils and neutrophul aggregation.
The inhibition was detectable at CRP levels of 1 to 5 tg/mL that are useful for predicting
cardiovascular risk.2’3 Native CRP failed to affect the percentage ofneutrophils that were
bound to platelets, although it reduced neutrophil-associated platelet CD6 1 -FITC
fluorescence, indicating decreases in the number ofplatelets attached to single
neutrophils. Flow cytometry did flot allow determination ofthe number of platelet bound
per neutrophil, and assessment whether platelets might have attached to neutrophils as
single celis or small aggregates. Electron microscopy studies showed that most ofthe
neutrophils were adherent to at least 2 platelets and that platelets either formed bridges
between neutrophuls or attached to a periphery away from the neutrophil-neutrophil
contact region.28 These observations support the notion that critical numbers ofbound
platelets (>2) may be required to induce neutrophil activation.28 The CRP inhibition of P
selectin expression is consistent with its inhibitory action on platelet reactivity in response
to various agonists, including ADP.2022 These findings raise the possibility that increased
thrombus formation afler arterial injury in human CRP-transgenic mice23 or lefi
ventricular thrombus formation in patients with myocardial infarction36 could be
attributed to distinct isoforms of CRP, perhaps directly derived from CRP, rather than to
native CRP itself.
Native, pentameric CRP dissociates into free subunits after binding to plasma
membranes,37 or in a denaturating or oxidative environment,24 yielding mCRP. This is
accompanied by a loss ofpredominantly 3-sheet secondary structure with an increase in
u-helix,25 and expression ofneoepitopes and distinct biological activities.2427 Our study
revealed that mCRP, unlike native CRP, induced P-selectin expression and enhanced the
dynamics and extent of neutrophil-platelet adhesion and neutrophil aggregation during
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shear. Oxidized or heat-aggregated (i.e. stmcturally modified) CRP have previously been
reported to induce human platelet activation and aggregation in platelet-rich plasma in
vitro.22’38 0f note, endotoxin levels in our CRP preparations were lower than the median
plasma endotoxin value in a random population of men and women.39 However, neither
LPS (at a concentration 2-fold higher than that might be present in our protein
preparations) nor heat inactivated CRP evoked detectable effects, indicating that CRP or
mCRP signalling was responsible for the observed effects.
Platelet-neutrophil adhesion is modelled as a multiple step process.29’4° Platelet P
selectin binding to PSGL-1 on neutrophils mediates initia! tethering followed by their
firm adhesion dependent on CD11b/CD18 (Mac-1) binding to GPIbŒ “ andlorjunctional
adhesion molecule-3.42 In agreement with previous reports,28’4° we also found that P
selectin is crucial for platelet capture ofneutrophil, and only combined P-selectin and
CD18 or Mac-1 blockade resulted in almost complete abrogation ofneutrophil-platelet
adhesion under shear. L-selectin is also involved in this interaction, because a
combination of anti-L-selectin and anti-P-selectin mAbs was more effective at blocking
platelet adhesion than anti-P-selectin antibody alone. In presence of native CRP, anti-P
selectin mAb did not produce a significant additive inhibition, indicating that prevention
ofP-selectin expression or interference with P-selectin binding by native CRP was critical
for inhibition cf subsequent ceil-celi adhesion. In presence of mCRP, antibody blocking
also revealed the involvement cf P-selectin and Mac-1 in adhesive interactions. Anti-L
selectin mAb produced little or no further inhibition of native CRP or mCRP responses,
consistent with CRP and mCRP-induced L-selectin shedding from neutrophils.16’26 Unlike
native CRP, mCRP can directly upregulate neutrophil CD1 lb!CD1 8 expression.26 This
action might have contributed to the enhanced formation cf neutrophil aggregates,
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because CD18 blockade resulted in significantly higlier decreases in the number of
neutrophil aggregates in blood subjected to shear in the presence than absence ofmCRP.
It should be noted that adhesion molecules that mediate neutrophil adhesion to
immobilized platelets under higher shear leveis may differ from those observed in the
present study.
Our resuits point toward the invoivement of different Fcy receptors in native CRP
and mCRP signaling. Thus, the actions of native CRP appears to be predominantiy
mediated through the iow affinity IgG Fc-yRIIa (CD32), whereas the actions ofmCRP are
predominantly mediated via the low affinity immune compiex binding IgG receptor
FcyRIIJb (CDI 6). These observations are consistent with previous studies identifying
CD32 as the primary binding site for native CRP on leukocytes,32’33 and with fiinctional
studies on mCRP suppression ofneutrophul apoptosis.25 However, the anti-CD16 mAb
did flot produce complete reversai ofthe mCRP actions, raising the possibiiity that mCRP
might activate other yet unidentified ceil surface receptor(s), as suggested by studies on
the mCRP activation of endotheiiai cells.43 Clearly, additional studies on isolated ceils are
needed to identify the additional binding site(s).
Limitations ofthis study are that the mechanisms reguiating mCRP formation
from native CRP in vivo and the relevance ofa soluble form ofmCRP compared to the
low-solubility, tissue-associated form27 are stiil unknown. It is unknown whether CRP
produced iocaliy in the vessel wa1144 couid be responsible for mCRP that is naturally
expressed in the intima.27 An endothelial injury may resuit in exposure ofmCRP to blood
components, leading to plateiet activation and plateiet-neutrophii interactions as described
here and eisewhere.25’26 Altematively, inflammation may lead to de novo formation of
mCRP from native CRP within the blood stream, thereby linking thrombosis and
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inflammation, two ofthe key events in ACS and recurrent disease afler coronary
angioplasty.9”1 Such actions of mCRP could be aggravated when normal endothelial
homeostatic mechanisms, such as nitric oxide and prostacyclin, are compromised. A
limitation of flow cytometry analysis is that that the neutrophil gate is set using unsheared
blood and cai-mot be readjusted during the kinetic measurements. Some monocytes might
have been ‘trapped’ in this gate as shear may also promote formation ofneutrophil
monocyte conjugates (with or without platelets),34 and might have been mistakenly
counted as ‘neutrophils’. However, considering the ratio of monocytes and neutrophils in
normal blood, it is unlikely that this rnight have had a significant influence on the resuits.
In summary, oui- data indicates that while native CRP at clinically relevant
concentrations inhibits platelet activation and prevents platelet capture ofneutrophils;
conformationally altered forms of CRP such as mCRP display potent prothrombotic and
proinflammatory activities under low level of shear. Thus, native CRP and mCRP play an
opposite role in the regulation ofplatelet activation and subsequent neutrophil-platelet
and neutrophil-neutrophil adhesion, which occur in thrombotic and inflammatory
disorders.
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figure 1. Real-time flow cytometry analysis of neutrophil-platelet and neutrophil
neutrophul aggregates. Whole blood was diluted 1:6 with HEPES buffer. Platelets were
labeled with an anti-CD61-fITC mAb followed by staining leukocytes with LDS-751.
(A) Control (unsheared) blood sample at O minute showing single neutrophils with and
without platelets. An LDS-75 1 fluorescence threshold (dashed une) was set to exciude
unbound erythrocytes and single platelets from the display. The sample was then
subjected to hydrodynamic shear (-1 00 s’) at 37°C for 14 minutes. The vertical une
(fITC-fluorescence threshold) separates single neutrophuls (lefi) ftom neutrophils bound
to platelet(s) (right). The horizontal une separates single neutrophils from neutrophil
aggregates. (B) Representative histogram ofneutrophil aggregation after 14 minutes of
shear. LDS-75 1 mean fluorescence values for neutrophil doublets (D), triplets (T) and
quartets and larger aggregates (Q) are integral multiples of the singlet (S) value. RFU,
relative fluorescence units.
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kinetics in the absence or presence of native CR2 or mCRP (25 jtg!mL). Time course of
neutrophil-platelet adhesion (B) and neutrophil aggregates (C) in the presence of CR2 or
mCR2 (25 igJmL). Concentration-dependent actions of CRP and mCR2 on neutrophil
platelet (D) and neutrophil aggregates (E) as assessed afier 5 minutes of shear (when the
mCR2 effect reached plateau) and 14 minutes ofshear, respectively. Values are the
mean±SEM for 4 to 8 experiments using blood from different donors. *p<0.05; **P<0.0
vs. shear alone.
Figure 3. Effects ofCRP isoforms on kinetics ofplatelet P-selectin (CD62P) expression
and association ofplatelets with singlet neutrophuls. (A) Representative histograms.
Diluted blood was subjected to shear (-100 sj for 14 minutes without or with CRP or
mCRP (25 jiglmL). IgG represents staining with irrelevant antibody. (B) lime course of
P-selectin expression in the absence or presence of native CRP or mCRP (25 tg!mL).
1=0 represents unsheared platelets. (C) Concentration-dependent effects of CRP and
mCRP assessed after 14 minutes shear. (D) Mean platelet CD61-FITC fluorescence
intensity of single neutrophils with attached platelets afier 5 or 14 minutes of shear in the
absence and presence of native CRP or mCRP. Resuits are expressed as percentage of
CD61 fluorescence associated with unsheared neutrophils (42±3 relative fluorescent
units, n=8). Values are the mean±SEM for 4 to 5 independent experiments. *p<0.05;
**<Ç vs. shear alone.
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Figure 4. Contribution of P-selectin (CD62P), L-selectin (CD62L) and f32-integrin (CD 18)
to platelet-neutrophil and neutrophil-neutrophil adhesion. Diluted blood was incubated for
10 minutes with function blocking mAbs, as indicated. Samples were preincubated with
native CRP (25 jig/mL) for 5 minutes. mCRP (25 tg/mL) was added on initiation of
shear. Adhesion kinetics was monitored for neutrophil-platelet conjugates (A) and
neutrophil aggregation (B). Values are the mean±SEM for 4 to 5 experiments using blood
from different donors. *p<005; **p<()( vs. shear (no antibodies); tp<005. ttP<OOl vs.
P-selectin mAb. Comparisons were made separately for each group (i.e. shear, CRP
treated or mCRP-treated samples).
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Figure 5. Dependence ofplatelet-neutrophil and neutrophil-neutrophil adhesion on Mac-l
(CD1 lb). Diluted blood was incubated for 10 minutes with a panel ofblocking mAbs, as
indicated. Samples were preincubated with native CRP (25 jtg’mL) for 5 minutes. mCRP
(25 ig/mL) was added on initiation of shear. Adhesion kinetics was monitored for
neutrophil-platelet conjugates (A) and neutrophil aggregation (B). Values are the
mean±SEM for 5 experiments using blood from different donors. *p<o.05; **P<0.01 vs.
shear (no antibodies). Comparisons were made separately for each group (i.e. shear only
or mCRP-treated samples).
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Figure 6. Involvement ofCD32 in CRP signaling, and CD16 in mCRP signaling. Diluted
blood was incubated for 10 min with fiinction-blocking anti-CD16 or anti-CD32 mAb, as
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IV. DISCUSSION GÉNÉRALE
Ces études fournissent des évidences qu’un réarrangement conformationnel de la
CRP en une forme monomérique/modifiée de CRP (mCRP) est un pré-requis afin
d’exercer une activité pro-inflammatoire. Contrairement à la forme native de la CRP,
seulement mCRP active les cellules endothéliales coronaires artérielles humaines
(HCAEC), promouvoit les interactions cellulaires entre les plaquettes et les neutrophiles
et active les neutrophiles humains en induisant la relâche de l’IL-8 via la signalisation du
peroxynitrite. Tous ces évènements sont impliqués dans le développement des maladies
coronaires aiguês.
La formation de mCRP implique la dissociation de la structure pentamérique de
CRP. Ce réarrangement structurel est médié par une perte de la structure secondaire
prédominante de feuillet-f3 chez la CRP en un gain d’une structure secondaire
prédominante en hélice-Œ chez mCRP (Khreiss et ai, 2002). Cette restructuration
protéique expose alors des nouveaux domaines normalement masqués dans la forme
native, en particulier les résidus 192-206 qui forment le néo-épitope exprimé sur mCRP
(Ying et ai, 1989). Afin d’éliminer toutes possibilités d’agents contaminants dans notre
solution de CRP et mCRP, nous avons procédé à certains contrôles qu’on jugeait
important: (1) Avant chaque expérience, les protéines CRP et mCRP étaient dialysées
contre une solution saline physiologique afin d’enlever l’azide de sodium, un agent
préservatif, de la solution; (2) nous avons testé la concentration de lipopolysaccharide
dans nos solutions protéiques, et celles-ci étaient inférieures aux valeurs médianes de la
concentration plasmatique d’endotoxine au sein d’une population aléatoire d’hommes et
de femmes (Wiedermann et aI, 1999); (3) une forme inactivée par la chaleur (100 °C
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pendant 30 minutes) de CRP n’avait pas d’effet en ce qui concerne l’adhésion des
plaquettes aux neutrophiles. (4) Les actions de CRP et de mCRP pouvaient être bloquées
par des anticorps spécifiques contre des récepteurs CD16 et CD32 respectivement.
D’autres part, les anticorps contre le CD16 et le CD32 ne bloquaient jamais les actions de
la protéine CRP et de mCRP respectivement. Alors, tous ces contrôles suggèrent que les
effets biologiques observés pour CRP et mCRP sont réellement dus à ces protéines. Cette
forme monomérique/modifiée de CRP exprime aussi des activités biologiques distinctes
(Potempa et ai, 1987, Zouki et al, 2001, Khreiss et al, 2002). Par exemple, la forme native
inhibe alors que la forme modifiée promouvoit l’adhésion des neutrophiles aux HCAEC
activées par le LPS (Zouki et ai, 1997, Zouki et aI, 2001). D’autres études démontrent
qu’une forme agrégée (i.e. structurellement modifiée) de CRP promouvoit
l’engouffrement des LDLs par les macrophages (Zwaka et al, 2001, fu et al, 2002).
Dans un premier temps, nos études démontrent que mCRP induit la relâche de
cytokines et l’expression de molécules d’adhésions sur les HCAECs après 4 heures
d’incubation. La voie de signalisation de la p38MAPK était le mécanisme intracellulaire
prédominant impliqué dans la signalisation de mCRP chez les HCAECs. La figure 9
résume les résultats obtenus.
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La forme monomérique/modifiée induisait la transcription des gènes de l’IL-8, de la
protéine chemotactique des monocytes-1 (MCP-1), de la E-sélectine, de l’ICAM-l et de
VCAM-1. On pouvait observer des changements phénotypiques cellulaires significatifs à
des concentrations faibles (1-5 1g/mL) de mCRP, ce qui est pertinent dans la prédiction
des maladies cardiovasculaires selon le American Heart Association (AHA). En effet,
selon l’AHA le risque de développer des maladies cardiovasculaires est classifié en trois
niveaux, c’est-à-dire, basse (<ljig/mL), moyen (1-3 Ig/mL) et élevé (3-10 jiglmL). De
façon concordante avec la littérature, la forme pentamérique n’activait pas les cellules
endothéliales après 4 heures d’incubation (Pasceri et al, 2000, Pasceri et al, 2001, Verma
CRP mCRP
tICAEC
IL-8, MCP-1
E-sélectine
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ICAM-I
Figure 9: Schéma proposé de
l’activation des HCAECs par la
forme modifiée de la protéine
C-réactive.
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et ai, 2002). D’après ces trois études, la CRP induisait l’activation des cellules
endothéliaies seulement après 6-12 heures d’incubation et atteignait une activation
maximale seulement après 24 heures d’incubation. Ces études cinétiques concordent avec
les observations de la dissociation du pentamère en sous-unités dans le temps, lorsque
CRP se lie à des membranes contenant des résidus phosphocholines (Wang et ai, 2001).
Ces observations suggèrent évidemment qu’un réarrangement structurel de la protéine C-
réactive est pré-requis pour que mCRP puisse activer les HCAECs.
La MCP-1 et IL-8 jouent un rôle important dans le recrutement des monocytes à
travers la barrière endothéliale (Boring et ai, 1998, Gerszten et ai, 1999) et IL-8 est un
régulateur important pour le traffiquage et l’activation des neutrophiles (Luster et ai,
1998). Ainsi, en induisant la relâche de ces cytokines par les HCAECs, mCRP pourrait
contribuer à la progression de l’athérogénèse (Boring et ai, 1998) et l’activation
généralisée des neutrophiles chez les patients ayant une angine de poitrine instable
(Buffon et al, 2002). Selon nos résultats, nous avons observé que les neutrophiles
adhéraient davantage aux HCAECs traitées au mCRP comparativement aux cellules non
traitées, ce qui confirme la signification biologique de l’augmentation de l’expression des
molécules d’adhésions sur les HCAECs. En effet, nos résultats démontrent que
l’expression de l’E-sélectine et i’ICAM-l contribue à l’attachement des neutrophiles aux
cellules endothéliales. L’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales implique des
interactions multiples et complexes des molécules d’adhésions (Butcher et aI, 1991).
Selon nos résultats, les anticorps anti-CDY8, anti-E-sélectine et anti-L-sélectine inhibaient
de 57%, 34% et 14% l’attachement des neutrophiles respectivement, alors que les trois
anticorps combinés inhibaient 90% l’adhésion des neutrophiles.
150
L’activation des HCAECs par le mCRP implique l’activation de la voie de
signalisation de la p38 MAPK. On observait une phosphorylation rapide de la p38 MAPK
et l’inhibiteur spécifique de cette kinase, le SB203580, inhibait partiellement sa
phosphorylation suite à l’activation des HCAECs traitées avec le mCRP. Ces résultats
sont concordants avec ceux observés chez les cellules endothéliales activées par la
thrombine sécrétant les chemokines et induisant l’expression de i’ICAM-l (Marin et ai,
2001, Rahman et al, 2001), ce qui suggère l’implication d’autres mécanismes
intracellulaires. Contrairement aux neutrophiles (Khreiss et al, 2002, Zouki et ai, 2001),
mCRP n’active.pas les voies de la MAPK ERK1/2 et de la P13-kinase chez les HCAECs.
D’après nos résultats antérieurs, un anticorps contre le récepteur des complexes
immuns de basse affinité, aussi connu sous le nom de fcyRIIIb, renversait l’effet de
mCRP sur l’apoptose chez les neutrophiles (voir figure 10 pour plus de détails).
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SB 203580 Figure 10: Action
PD 98059 de mCRP sur le
p38 MAPK I retardement de
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Caspase 3 Biol Chem (2002)
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I
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Chez les HCAECs, l’anticorps anti-fcyRIIIb a légèrement inhibé l’expression des
molécules d’adhésions et la sécrétion des chemokines MCP-1 et IL-8. Bien que ces
résultats suggèrent un rôle pour le récepteur fcyRIIIb, d’autres études seront requises afin
de confirmer la présence de ce récepteur sur les HCAECs et de trouver le site de liaison
majeur de mCRP sur les HCAECs.
mCRP facilite directement l’expression des molécules d’adhésions sur les
HCAECs, la production de MCP-1 et d’IL-8 et de l’adhésion des neutrophiles sur les
cellules endothéliales. Tout comme chez les cellules endothéliales, la production d’IL-8
provenant des neutrophiles joue aussi un rôle primordial dans l’activation et l’adhésion de
ces derniers sur l’endothélium permettant ainsi l’amplification des interactions entre ces
deux types cellulaires. En effet, nos résultats démontrent un nouveau mécanisme par
lequel mCRP peut affecter le processus inflammatoire en stimulant la sécrétion de l’IL-8
via la signalisation du 0N00 chez les neutrophiles humains (voir figure 11 pour plus de
détails).
152
Neutrophile
CRP mCRP
Figure 11: Modèle
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Notre étude démontre que mCRP stimule rapidement (4 heures) la synthèse
d’IL-8 chez les neutrophiles humains. De façon concordante avec nos observations,
l’effet de la forme pentamérique de CRP sur la sécrétion de l’IL-8 n’était détectable
qu’après une incubation prolongée (8 heures), ce qui coïncide encore une fois avec la
cinétique de dissociation en sous-unités de CRP (Wang et al, 2001). Cette cinétique
d’activation des neutrophiles par la forme native de CRP semble être similaire à celle des
HCAECs. Ces résultats suggèrent qu’un réarrangement conformationnel de CRP est un
pré-requis pour induire la production d’IL-8 chez les neutrophiles.
Le blocage de la synthèse du NO par le L-NAME inhibe la sécrétion de l’IL-8
stimulée par mCRP ainsi que l’accumulation nucléaire des facteurs de transcriptions NF
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KB et AP-1 coïncidant avec la suppression de l’expression de l’ARNm de l’IL-8. Ces
inhibitions suggèrent une implication du NO dans la signalisation de la sécrétion de l’IL
8. Des études antérieures ont démontré que le ONOO plutôt que le NO médie la sécrétion
de I’IL-8 chez les neutrophiles humains en réponse au LPS ou aux cytokines (filep et ai,
1998, Cuthbertson et aI, 1998, Iho et ai, 2003). Convenablement, nous avons trouvé que
mCRP stimulait simultanément la formation de superoxide et de NO, coïncidant avec
l’augmentation de l’oxydation du DHR 123 dépendante du NO et de la nitration des
résidus tyrosines sur les protéines. Puisque le NO ne peut oxyder directement le DHR
123, une portion significative de la fluorescence de la rhodamine chez les neutrophiles
stimulés avec le mCRP peut être attribuée au ONOO (Kooy et aI, 1994). De plus, le
donneur de NO, le NONOate, rétablit l’oxydation du DHR 123 chez les neutrophiles
préalablement traités au L-NAME indiquant que le L-NAME n’inhibe pas l’activation de
la NADPH oxydase. Bien que les nitrotyrosines sont considérées comme une “empreinte
moléculaire” de la formation du ONOO (Beckman et ai, 1996), la nitration des tyrosines
dépendante de la peroxydase ne peut être écartée (Eiserich et al, 199$, Brennan et al,
2002). Cependant, chez les neutrophiles humains, le ONOOE semble être le mécanisme
prédominant pour la nitration des tyrosines (Galinanes et ai, 2002).
D’après nos résultats, la source du NO proviendrait de oxyde nitrique synthase
endothéliale (eNOS). L’expression de cette enzyme était constitutive autant chez les
neutrophiles non traitées que chez les neutrophiles traitées avec le mCRP suggérant ainsi
qu’une augmentation de l’activité de eNOS serait à l’origine de la source de la production
NO en réponse au mCRP.
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La mobilisation du Ca2 et l’activation de la calmoduline et de la PI-3K semblent
être requises pour la formation du 0N00 induit par mCRP. Le Ca2 contrôle l’activation
de eNOS médiée par la calmoduline et l’activité de la PLOy1 et PLCy2, qui via la
formation du diacylglycérol et l’activation de la PI-3K mènent à l’activation de la
NADPH oxydase (Sanchez-Mejorada et ai, 1998). Les actions inhibitoires du W7
(inhibiteur de la caimoduline), de la wortmannin (inhibiteur de la PI-3K) et du DPI
(inhibiteur de la NADPH oxydase) sur oxydation du DHR 123 n’étaient pas additives à
celle du L-NAME suggérant que tous ces composés inhibaient la même réaction, c’est-à-
dire, l’oxydation dépendante du ONOOE. La protéine kinase C (PKC) semble jouer un
rôle mineur dans la signalisation du mCRP puisque son inhibiteur, le GF109203X, a
inhibé une petite portion de l’oxydation du DHR 123 par mCRP. Cependant, il serait
important de cibler le ou les isoformes de PKC impliqués dans la signalisation chez les
neutrophiles puisque le GF109203X inhibe de façon non spécifique les différents
isoformes de PKC.
Le gène de l’IL-8 contient des éléments de réponses pour les facteurs de
transcriptions NF-icB, de AP-1 et de NF-IL-6 (Mukaida et al, 1994). De ces facteurs de
transcriptions, le NF-icB joue un rôle important dans l’induction de l’expression de l’IL-8.
Par conséquent, nous avons trouvé que mCRP stimule l’accumulation nucléaire de NF-iB
et de AP-1 alors que l’inhibition de l’activation de NF-icB avec le PDTC a diminué la
production d’IL-8 de 66%.
Nos résultats indiquent que l’expression génique et la sécrétion de l’IL-$ induites
par mCRP sont prédominament médiées par le récepteur du complexe immun de basse
affinité, le fcyRJllb (CD16), puisque l’inhibition de la fonctionnalité de ce récepteur par
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un anticorps anti-CD16 diminue de façon significative la formation de NO et la
production d’IL-8 chez les neutrophiles traités avec mCRP. L’anticorps contre le
récepteur Fcy de basse affinité, l’anti-CD32, n’avait aucun effet. De plus, seulement
l’anticorps anti-CD16 a atténué l’effet de la forme native de CRP sur la sécrétion de l’IL
$ après 24 heures d’incubation. Ces observations supposent que durant les 24 heures
d’incubation, il y a eu un réarrangement conformationnel de CRP en mCRP puisque la
CRP ne lie pas le récepteur CD16 (Bharadwaj et aI, 1999, Stem et al, 2001, Heuertz et al,
2005). Cependant, d’autres récepteurs ou surfaces cellulaires peuvent être impliqués dans
la signalisation de mCRP puisque le blocage du récepteur CDÏ6 n’inhibait pas
complètement la signalisation de mCRP. En effet, mCRP pourrait interagir avec des
molécules de surfaces cellulaires puisque mCRP peut lier directement des membranes
lipidiques (Potempa, observations non publiées).
Ces observations suggèrent que la perte structurelle de CRP en mCRP résulte en
une activation des neutrophiles en induisant la production de l’IL-8 via l’activation du
NF-icB et AP-l médiée par le ONOOE. Les neutrophiles sont ainsi une source importante
de stress nitrosatif et d’IL-8 et peuvent fournir un lien potentiel entre la CRP, l’activation
des neutrophiles et les niveaux de nitrotyrosines/IL-8 plasmatiques, tous étant impliqués
dans l’avènement futur des maladies cardiovasculaires.
D’après les études antérieurs et nos présents résultats, il est bien clair que
l’activation et l’interaction des neutrophiles et des cellules endothéÏiales vasculaires sont
des événements clés dans la progression des maladies coronaires aigus. Cependant, ces
interactions cellulaires ne sont pas les seuls médiateurs à jouer un rôle crucial lors des
pathologies coronaires. En effet, une augmentation des adhésions entre les neutrophiles et
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les plaquettes ont été détecté chez les patients ayant une angine instable (Entman et ai,
1996, Ott et ai, 1996, Neumann et ai, 1997), et suite à une angiopiastie coronaire
(Mickelson et ai, 1996). De plus, la présence des agrégats neutrophuies-p]aquettes dans la
circulation sanguine corrèle aussi avec l’activité de la pathologie (Ott et ai, 1996).
Selon les résultats obtenus dans nos études, les deux formes de CRP (native et
modifiée) jouent des rôles opposés lors de l’interaction des plaquettes aux neutrophiles
induits par un stress dû au cisaillement “shear stress”. Nous avons trouvé que la fonne
native supprime alors que la forme modifiée augmente significativement la dynamique et
l’ampleur des interactions entre les plaquettes et les neutrophiles. La figure 12 résume les
résultats obtenus.
Neutrophile
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Nous avons utilisé la cytométrie en flux en temps réel afin de suivre la progression
de la transition des plaquettes de leur état non-activées à leur état activées et d’étudier la
dynamique de l’adhésion des plaquettes aux neutrophiles et de la formation des agrégats
homotypiques des neutrophiles dans le sang total (Konstantopoulos et ai, 1998, Simon et
ai, 1995). Selon nos résultats, un niveau faible de cisaillement induit l’activation des
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plaquettes dues à l’augmentation de l’expression de la molécule d’adhésion P-sélectine.
D’autres mécanismes qui peuvent être aussi impliqués dans l’activation des plaquettes
dans notre système comprend l’hémolyse et la relâche de l’ADP des plaquettes
(Konstantopoulos et al, 199$, Alkhamis et al, 1990), le contact des plaquettes avec des
surfaces étrangères et un niveau altéré d’oxygène dans Je sang. Ces expériences ont
démontré que la forme native de CRP atténuait de façon concentration dépendante
l’induction de l’expression de la P-sélectine et conséquemment l’adhésion des plaquettes
aux neutrophiles et de l’agrégation homotypiques des neutrophiles. Cette inhibition par
CRP était détectable à des concentrations aussi basse que 1 à 5 jig/mL, ce qui est
pertinent dans la prédiction des maladies cardiovasculaires (Ridker et aI, 1997, Ridker et
ai, 1998). D’après la méthode de cytométrie en flux utilisée lors de cette étude, ii nous
était impossible de déterminer le nombre de plaquettes liées par neutrophile et d’évaluer
si les plaquettes adhéraient aux neutrophiles individuellement ou en agrégats. D’après des
études faites par microscopie électronique, la majorité des neutrophiles étaient attachés à
au moins deux plaquettes et les plaquettes formaient soit un pont entre les neutrophiles ou
étaient liées à la périphérie de la région de contact entre les neutrophiles
(Konstantopoulos et aI, 1998). Ces observations supportent la notion qu’un nombre
critique de plaquettes est nécessaire (2 par neutrophile) afin d’induire l’activation des
neutrophiles (Konstantopoulos et al, 199$). Il a été démontré que la CRP inhibait la
réactivité des plaquettes en réponse à plusieurs agonistes incluant l’ADP et le PAF
(fiedel et ai, 1976, Vigo et ai, 1985, Miyazawa et ai, 1988). Ainsi, ces études sont
consistantes avec nos observations sur l’action inhibitrice de CRP sur les plaquettes.
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D’autres part, contrairement à la forme native de CRP, nos résultats démontrent
que la forme modifiée de CRP induit l’expression de la P-sélectine et augmente la
dynamique et l’ampleur de l’adhésion des plaquettes aux neutrophiles et de agrégation
homotypique des neutrophiles suite à un stress dû au cisaillement dans le sang total.
L’adhésion des plaquettes aux neutrophiles est modélisée comme un processus qui
requiert plusieurs étapes (Taylor et al, 1996, Diacovo et aI, 1996). La liaison de la P
sélectine sur les plaquettes à son contre-récepteur PSGL-1 exprimé sur les neutrophiles
médie l’attachement lâche de ces cellules. Ces interactions sont par la suite suivies par
leur liaison ferme dépendante de la 32-intégrine CD1 lb/CD18 sur les neutrophiles au
GPIbu (Simon et aI, 2000) ou à la molécule d’adhésion de jonction-3 (JAM-3) sur les
plaquettes (Santoso et ai, 2002). De façon consistante avec d’autres observations
(Konstantopoulos et aI, 1998, Diacovo et ai, 1996), nous avons aussi trouvé que la P
sélectine était cruciale pour la capture des neutrophiles par les plaquettes. En combinant
les anticorps anti-P-sélectine et anti-CD18 ou anti-CD11b nous avons presque
entièrement bloqué l’adhésion des plaquettes aux neutrophiles. La molécule d’adhésion
L-sélectine semble aussi jouer un rôle. Cependant, d’autres expériences seraient
nécessaires afin de clarifier le rôle exact de la L-sélectine dans les intéractions
neutrophiles-neutrophiles et neutrophiles-plaquettes. En présence de mCRP, les
molécules d’adhésions P-sélectine et CDÏ lb/CD18 étaient aussi impliquées dans les
interactions cellulaires puisque les anticorps respectifs contre ces molécules d’adhésions
diminuaient significativement le nombre agrégats cellulaires.
Nos résultats suggèrent l’implication de différents récepteurs Fcy dans la
signalisation de CRP et mCRP lors des interactions cellulaires entre les plaquettes et les
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neutrophiles. Ainsi, les actions de la forme native de CRP semble passer via le récepteur
Fcy de basse affinité (CD32) alors que les actions de mCRP sont médiées prédominament
via le récepteur du complexe immun de basse affinité (CD16). Cependant, les anticorps
anti-CD32 et anti-CD16 n’ont pas produit des inhibitions complètes suggérant dans ce
cas-ci aussi, l’implication d’autres récepteurs cellulaires. Évidemment, des études
additionnelles sur des cellules isolées sont nécessaires afin d’identifier d’autres récepteurs
potentiels sur les plaquettes et/ou neutrophiles.
Nous avons observé que la forme native de CRP inhibe l’activation des plaquettes
et prévient la capture des neutrophiles par les plaquettes. Suite à un réarrangement de
CRP en mCRP, cette dernière active les plaquettes et subséquemment les interactions
entre les plaquettes et les neutrophiles. Contrairement à CRP, mCRP semble alors
posséder des activités pro-inflammatoires et pro-thrombotiques lorsque les cellules sont
soumises à un stress dû au cisaillement.
Les mécanismes qui induisent un réarrangement conformationnel de la forme
native de CRP in vivo en mCRP demeurent encore inconnus. Tel que discuté dans la
section de l’introduction, la forme native ou pentamérique de CRP se dissocie en sous-
unités lorsqu’elle se lie à des membranes plasmatiques (Wang et al, 2001) ou lorsqu’elle
est présente dans un environnement dénaturant ou oxydatif (Potempa et al, 1987). De
plus, une récente étude a démontré que les macrophages expriment directement la forme
monomérique/modifiée de CRP plutôt que la forme native/pentamérique (Ciubotaru et al,
2005). Le pourcentage de la forme native de CRP qui se dissocie en forme
monomérique/modifiée après une période de 24 heures d’incubation reste à être
déterminé. Contrairement à CRP, mCRP semble être prédominament liée aux membranes
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plasmiques (i.e. ne circulant pas librement dans le plasma) (Diehl et ai, 2000, Rees et ai,
1988). Cette caractéristique de mCRP rend cette dernière difficile à détecter dans le
sérum. Puisque l’anticorps commercial contre CRP (clone 8) reconnaît principalement
mCRP (Schwedler et ai, 2003), les détections immunologiques tissulaires
“immunostaining” attribuées à CRP dans certaines études antérieures seraient
probablement dues à mCRP. Les cellules endothéliales, les neutrophiles et/ou les
plaquettes peuvent entrer en contact avec mCRP, exprimé dans l’intima du vaisseau
sanguin (Diehi et aI, 2000), suite à une dénudation de l’endothélium aggravant ainsi la
réponse inflammatoire et la déstabilisation de la plaque athérothrombotique. D’autres
part, une autre limitation de nos études que l’on ne peut pas exclure est la contribution
d’autres types cellulaires dans l’augmentation de nitrotyrosines et d’IL-8. En effet, les
leucocytes mononucléaires et les cellules endothéliales (notre étude) sécrètent aussi l’IL-8
en réponse au CRP ou au mCRP.
Donc, d’un point de vue global, nos résultats peuvent avoir une pertinence en ce
qui concerne les actions inhibitrices de la forme native de CRP. Cette dernière aurait la
fonction de garder les cellules dans un état quiescent en inhibant l’activation des
plaquettes et des neutrophiles et subséquemment les interactions plaquettes-neutrophiles.
De plus, CRP ne semble pas activer les cellules endothéliales coronaires artérielles
humaines et donc jouerait un rôle protecteur en gardant ces cellules dans un état latent.
Ainsi, CRP posséderait une fonction générale anti-inflammatoire et subséquemment une
activité anti-thrombotique. D’autre part, suite à une lésion athérosclérotique dans les
vaisseaux coronaires et l’exposition de la matrice subendothéliale à la circulation
sanguine, la présence de mCRP dans la section de l’intima (Diehi et ai, 2000) activerait
les différentes cellules inflammatoires (HCAECs, neutrophiles, plaquettes). La présence
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d’une forme structurellement modifiée de CRP dans la circulation sanguine pourrait avoir
aussi lieu suite à un stress oxydatif ou thermique. En fait, la forme oxidée de CRP
augmente l’agrégation des plaquettes humaines (Miyazawa et al, 1988). Ainsi, mCRP
pourrait contribuer à l’inflammation vasculaire, suite à une activation des HCAECs, et à
l’activation des neutrophiles et des plaquettes. Une fois activées, ces cellules interagissent
ensemble et contribuent à l’amplification de la réponse inflammatoire et
athérothrombotique. Basé sur l’ensemble des résultats, nous proposons les mécanismes
suivants illustrés par les deux figures ci-dessous. Dans la figure 13, la protéine C-réactive
garde l’endothélium, les neutrophiles et les plaquettes dans un état quiescent, c’est-à-dire,
avec des propriétés anti-adhésives. Lors d’un réarrangement structurel de CRP en une
forme modifiée, cette dernière active alors les cellules endothéliales, les neutrophiles et
les plaquettes leur permettant ainsi d’adhérer à la surface de l’endothélium endommagé.
La dénudation de l’endothélium et l’exposition de la forme monomérique!modifiée
présente dans l’intima à la circulation sanguine serait un autre mécanisme responsable de
la présence de mCRP. Les intéractions inter-cellulaire mènent alors à l’occlusion
thrombotique du vaisseau sanguin et ultimement aux syndromes coronaires aigus.
Figure 13: Mécanisme récapitulatif proposé de l’action de CRP et de mCRP sur
l’activation des intéractions cellulaires lors des maladies coronaires aigus tACS).
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Ainsi, dans la figure 14, une dissociation de la forme pentamérique protéine C-
réactive en une forme monomérique/modifiée serait requise pour exercer son activité pro
athérosclérotique. Dans ce modèle tiré du laboratoire du Dr. Verma, la perte de structure
de la protéine C-réactive affecte la fonction de celle-ci. En effet, lors du réarrangement
stucmrei, seulement la forme monomérique/modifiée de CRP contribue à (1) l’activation
des neutrophiles et à leurs adhésions sur les cellules endothéliales, (2) à l’activation des
cellules endothéliales en augmentant leurs propriétés pro-adhésives et la production de
cytokines pro-inflammatoires et (3) à la progression de la lésion athéro-thrombotique.
Figure 14: Mécanisme récapitulatif proposé de l’action de CRP et de mCRP dans
l’implication du développement des pathologies athérothrombotiques. Tiré de
Verma et ai, (2004) Circulation 109:1914-1917.
Pentameric CRP
Pentamerk
Dissociation
Neutrophil Adhesion Endothelial Activation Atherosclerosis
and Cytokine Production Progression
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Donc, comprendre les mécanismes intracellulaires d’activations/inhibitions par les
différentes formes de la protéine C-réactive sur les cellules endothéliales, neutrophiles et
plaquettes et comprendre les changements structurels de cette protéine de phase aigu
s’avère être une avenue importante afin d’essayer de cibler et de contrôler le
développement des maladies coronaires aigus.
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V. CONCLUSIONS
Ces études dévoilent qu’un réarrangement structurel de la CRP en une forme
modifiée ou mCRP est un pré-requis pour son activité pro-inflammatoire. En effet, mCRP
facilite l’expression d’un phénotype pro-inflammatoire sur les HCAECs et l’adhésion des
neutrophiles. De plus, mCRP induit une activation directe des neutrophiles en stimulant la
sécrétion de cytokines pro-inflammtoires et en facilitant l’adhésion des plaquettes
activées aux neutrophiles, tous ces évènements étant impliqués dans la progression des
maladies coronaires aiguês.
1. Nos résultats indiquent qu’une modification de la protéine C-réactive en mCRP
induit l’expression des molécules d’adhésions telles que ICAM-1, E-sélectine et
VCAM-1 sur les cellules endothéliales coronaires artérielles humaines, et induit la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires MCP-1 et IL-8 via la signalisation de
la p38MAPK. Par la suite, cette activation des HCAECs par la forme modifiée de
CRP facilite l’adhésion des neutrophiles humains aux cellules endothéliales.
2. Nous avons trouvé que mCRP induisait l’activation des neutrophiles via la
signalisation du peroxynitrite. mCRP stimulait la production du superoxide et de
oxyde nitrique chez les neutrophiles humains pour former le peroxynitrite et
conséquemment l’activation des facteurs de transcriptions NF-KB et AP-l. Cette
activation des facteurs de transcriptions, en particulier le NF-icB, par mCRP était
responsable en partie de l’induction du gène de I’IL-8 chez les neutrophiles
humains.
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3. Nous avons observé que contrairement à CRP, mCRP induisait l’activation des
plaquettes et subséquemment la capture des neutrophiles par les plaquettes. Suite à
un stress dû au cisaillement, mCRP induisait l’expression de la molécule
d’adhésion P-sélectine sur les plaquettes dans le sang total menant aux
interactions des plaquettes avec les neutrophiles et à l’agrégation homotypique des
neutrophiles. Ces interactions étaient dépendantes des molécules d’adhésions tels
que la P-sélectine, le CD11b/CD18 et la L-sélectine. À l’opposé, la forme native
de CRP jouait un rôle contraire à mCRP, ie, elle inhibait l’expression de la P
sélectine sur les plaquettes et diminuait les interactions entre les plaquettes et les
neutrophiles et l’agrégation homotypique des neutrophiles.
4. Les activités anti-inflammatoires de CRP sur les plaquettes et sur les neutrophiles
concernant les interactions cellulaires et la production d’IL-8 par les neutrophiles
étaient principalement médiées par le récepteur Fcy de basse affinité (CD32).
D’autres part, les activités pro-inflammatoires et pro-thrombotiques de mCRP sur
les HCAECs, les plaquettes et les neutrophiles étaient principalement médiées par
le récepteur du complexe immun Fcy de basse affinité (CD 16).
Alors, nos résultats indiquent que dans tous les points mentionnés ci-haut, un
réarrangement structurel de la CRP est essentiel pour exercer son activité pro
inflammatoire et pro-thrombotique. La forme native de CRP semble, exercer dans
certains cas une activité opposée à mCRP, je, inhibe les interactions entre les plaquettes et
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Q les neutrophiles. Tous ces évènements contribuent à l’initiation et à l’amplification de
la
réponse inflammatoire des cellules mentionnées ci-haut lors des maladies coronaires
artérielles aigus menant éventuellement à l’occlusion thrombotique.
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VI. DIRECTIONS FUTURES
Ces études démontrent qu’un réarrangement structurel de la CRP est essentiel afin
d’exercer ses activités pro-inflammatoires et pro-thrombotiques. Bien que ces
observations avancent la compréhension du mécanisme des interactions des cellules
inflammatoires dans le développement des maladies coronaires aigus, plusieurs étapes
du mécanisme inflanmatoire restent à élucider.
Premièrement, il serait intéressant de comprendre comment la p38MAPK est
directement lié au changement phénotypique à la surface cellulaire des HCAECs. Quel(s)
est/sont le/les effecteur(s) sur lequelllesquels la p38MAPK, suite à son activation, peut
moduler et ainsi induire les changements phénotypiques observés à la surface cellulaire. Il
serait aussi intéressant d’investiguer les autres mécanismes intracellulaires pouvant être
impliqués dans les changements phénotypiques.
Deuxièmement, on pourrait essayer d’élucider le/les site(s) de liaison(s) de mCRP
sur les cellules endothéliales coronaires artérielles aigus. Bien que le récepteur Fc’yRIIIb
semble être impliqué, l’absence d’inhibition complète avec un anticorps anti-FcyRIIJb,
suggère la présence d’autres récepteurs ou protéines membranaires sur les HCAECs.
Troisièmement, il serait logique de regarder la formation des interactions des
plaquettes aux monocytes suite à une stimulation avec les deux formes distinctes de la
CRP puisque la présence des agrégats plaquettes-monocytes sont aussi des composantes
majeures dans le développement et l’amplification des maladies coronaires aigus.
Ultimement, comment la CRP se transforme en une forme modifiée est la question
clé à l’origine de tous nos travaux. Or, l’élaboration de techniques et/ou de procédés
expérimentaux afin d’essayer d’élucider les mécanismes contrôlant cette conversion
16$
protéique s’avère être une avenue cruciale afin de mieux comprendre l’activation des
cellules inflammatoires lors du développement de l’athérogénèse.
Ultimement, il serait bien de vérifier in vivo, en utilisant des modèles animales, si
les deux formes de la protéine C-réactive possèdent des effets biologiques similaires à
ceux observés dans nos travaux in vitro.
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